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ARTIGO DE REVISAO






Métodos fingerprinting para estudos epidemioldgicos
de Candida albicans

Marcelo Fabiano Gomes Boriollo & José Francisco Hofling

Laboratério de Microbiologia e Imunologia, Departamento de Diagndstico Bucal,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, Piracicaba, SP, Brasil.

RESUMO

O interesse em adquirir um melhor entendimento sobre a patogé€nese,
epidemiologia, genética e evolucdo, das infecgdes causadas por C. albicans, tem conduzido
ao desenvolvimento de inimeras pesquisas, as quais empregaram sistemas fingerprinting,
tais como Eletroforese de Enzima Multiloco (MLEE), Cariotipagem Eletroforética (EK),
DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso (RAPD) e Polimorfismo no Comprimento do
Fragmento de Restricdo (RFLP) com e sem hibridacdo. A efetividade destes sistemas tem
sido examinada em diferentes niveis de discriminacdo. Uma estratégia de validacdo tem
sido delineada, a qual compara dois ou mais métodos nao relacionados. Para C. albicans,
esta estratégia tem validado o emprego de MLEE, RAPD e Ca3 fingerprinting. Entretanto,
seus diferentes padrdes fingerprinting gerados poderiam ser registrados em programas de
base de dados e submetidos a uma comparagdo com os parametros dos hospedeiros (i.e.,
idade, sexo, peso, caracteristicas médicas, condi¢des predisponentes, artigos protéticos,
localizacdo geografica, fatores socioecondmicos, associacdo com outros individuos,...) € as
caracteristicas do patdégeno (i.e., padroes de assimilagdo de actcares, antigenicidade,
secrecdo de proteinases, padroes de susceptibilidade as drogas, formacao de hifa, switching
fenotipico,...). Estes procedimentos permitiriam a comparagao atual e retrospectiva de uma
selecdo de linhagens clinicas e epidemiologicamente importantes, as quais poderiam
apresentar uma ou vdrias caracteristicas do hospedeiro ou patégeno. Adicionalmente, a
somatéria deste crescente nimero de informag¢des poderia contribuir ainda mais para o
entendimento (i) da dinamica dos organismos infecciosos em populagdes humanas, (ii) do
complexo relacionamento entre comensalismo e infeccao, (iii) dos mecanismos genéticos e
evoluciondrios, ou ainda, (iv) identificar a origem de uma infec¢do e (v) monitorar a

emergéncia de linhagens resistentes a diversos fatores.

Palavras chave: Candida albicans, epidemiologia molecular, sistemas fingerprinting.




Candida albicans e espécies relacionadas sdo encontradas de forma ubiqua e
comensal na microbiota de cavidades (retal, bucal, vaginal, uretral, nasal, aural) e pele
humanas'®. Estas espécies sdo consideradas patégenos oportunistas capazes de causar
infec¢des variando desde desordens mucocutaneas, ndao comprometedoras ao individuo, até
doencas invasivas, envolvendo quase todos os orgdos. A freqiiéncia das infec¢des por
Candida spp. vem aumentando mundialmente devido a uma multiplicidade de fatores
predisponentes que facilitam a conversao da forma comensal a existéncia parasitéria149’150.
O aumento destas infec¢cdes tem sido associado com defici€éncias imunoldgicas, conforme
as observacodes de intimeros casos de candidiase orofaringea em pacientes com AIDSY. A
progressdo da colonizacdo para infeccio em mucosas foi relatada como um processo
dependente do mecanismo de defesa do hospedeiro e da habilidade de Candida spp.
sobrepujar tal mecanismo®’. Diferentes manifestacdes clinicas de candidiase bucal foram
descritas, as quais correspondem ao crescimento excessivo de leveduras e a sua penetragao
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através da mucosa epitelial ™.

Para entender a dindmica dos organismos infecciosos em populacdes humanas,
interpretar o relacionamento complexo entre comensalismo e infec¢ao, identificar a origem
de uma infeccdo ou monitorar a emergéncia de linhagens resistentes as drogas, métodos
moleculares baseados em sistemas fingerprinting genotipicos (marcadores moleculares)
devem ser disponibilizados a fim de permitir acessar o relacionamento genético destes
organismos de importancia epidemiolégicam’ns. Por definicdo, um isolado corresponde a
um clone coletado independentemente de outros isolados. Dois isolados coletados
independentemente podem ser completamente ndo relacionados ou geneticamente
indistinguiveis. Em contraste, uma linhagem refere-se a uma cole¢do de isolados da mesma
espécie, que sdo altamente relacionados ou geneticamente indistinguiveis. Para classificar
dois isolados como pertencentes a mesma linhagem ou como membros de diferentes
linhagens, métodos moleculares genotipicos sensiveis devem ser aplicados adequadamente
para realizar estas fungdes. Esta necessidade é especialmente importante quando doencgas
emanam a partir de organismos comensais, quando linhagens tornam-se especializadas em

determinadas localizagdes do corpo ou condi¢des comprometedoras, quando linhagens

sofrem microevolucdo para rdpida adaptacdo, ou quando linhagens sdo transmitidas entre



individuos. Por sua vez, os sistemas fingerprinting genotipicos devem ser examinados
quanto a sua efetividade em diferentes niveis de discriminacdo: (i) identificar a mesma
linhagem em isolados independentes; (ii) identificar mudangas microevoluciondrias em
uma linhagem (isolados altamente relacionados, porém nao idénticos); (iii) agrupar isolados
moderadamente relacionados; e (iv) identificar isolados completamente ndo relacionados.
Além disso, tais sistemas também devem fornecer uma base de dados para a estimativa da
probabilidade de uma particular linhagem ser isolada duas vezes ao acaso em determinado

local geografico'”.

Até o momento, nenhum método fingerprinting genotipico tem fornecido uma
medida definitiva de distancia genética entre dois isolados. Tibayrenc (1998) tem
pronunciado a inexisténcia de meios para determinar por completo a identidade de dois
genotipos microbianos, objecdo ao seqiiénciamento do genoma inteiro'®?. Diferentes
marcadores moleculares podem apresentar diferentes clocks moleculares (i.e., a velocidade
evoluciondria a qual eles mudam). Deste modo, um 6timo método fingerprinting genotipico
deveria ser baseado em um nimero de marcadores moleculares. Tal método também
deveria ser resistente a homoplasia (i.e., caracteristicas comuns entre isolados que nao
apresentam um mesmo ancestral) e fornecer dados quantitativos que refletem distancia
genética. A comparacdo dos dados gerados por métodos fingerprinting genotipicos nao
relacionados, empregando um mesmo grupo de isolados testes, tornou-se um meio para
avaliar tais requerimentos mencionados anteriormente’*"”*. Em adicdo, a inclusao de
isolados idénticos, altamente relacionados (mas ndo idénticos) e independentes com
relacionamentos desconhecidos (incluindo isolados moderadamente relacionados e
completamente ndo relacionados) foram sugeridos em grupos de isolados testes durante
analises comparativas entre métodos fingerprinting genotl’picosl34. Segundo Soll (2000),
quando dois métodos identificam isolados idénticos e ndo idénticos, mas altamente
relacionados, onde geralmente agrupam menos os isolados estritamente relacionados e
distingue isolados completamente ndo relacionados, em esséncia, os dois métodos
apresentam marcas comprovadas para todos os niveis de resolucdo (i, ii, iii e iv). Contudo,
estas comprovagdes podem ser realizadas somente para espécies com uma estrutura

populacional predominantemente clonal'’>.



Os dados gerados por determinado método fingerprinting genotipico, para uma
linhagem (i.e., padrdes eletroforéticos em gel), devem ser relativamente estdveis sobre
muitas geracdes. Para tanto, este fato requer a existéncia de pouca recombinagio entre as
seqiiéncias selecionadas para a andlise. Em adicdo, as populacdes de isolados em anélise
devem sofrer primariamente reproducao clonal. Por outro lado, quando panmixia ocorre em
alta freqiiéncia devido a processos de reprodugdo sexual e recombinagao, os resultados dos
estudos epidemioldgicos, obtidos por métodos fingerprinting genotipicos padroes,

175

dificultam a interpretacdo Afortunadamente, muitos agentes flngicos sofrem
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recombinacdo ou mudanga génica em freqiiéncia extremamente baixa

. Alguns trabalhos
tém mostrado o modo de reprodugdo primariamente clonal em C. albicans, justificando a
aplicabilidade dos marcadores moleculares padrdoes em estudos epidemiolég100556’13l. Em
adicao a estabilidade resultante da reproducao clonal, um método fingerprinting genotipico
deve acessar principalmente seqiiéncias que sdo razoavelmente estaveis sobre o tempo. Por
exemplo, a complexa sonda de DNA Ca3 (11kb) de C. albicans"*'**'"® a qual contem
seqiliéncias repetitivas dispersas em toda parte do genoma (RPS repetitive element) e

seqliéncias unicas representadas em apenas um locus™*"3,

Como conseqiiéncia da
existéncia de grupos de unidades RPS de tamanho natural (full-length RPS sequences)31’72,
os quais sofrem freqiientes reorganizacdes (duplicagdo e delegﬁo)133, freqiientes alteracdes
ocorrem em padrdes de hibridizagdo Ca3 contendo seqiiéncias RPS de tamanho natural

(full-length RPS sequences). Bandas contendo tais seqii€ncias representam, em média, %
dos padrdes gerados por hibridizacdo com sonda Ca3. Os restantes s representam

seqiiéncias menos varidveis que tendem a estabilizar os padrdes'. Em contraste, uma sonda
que consiste inteiramente de elementos RPS tende a gerar um adicional padrao

. o . . 13
fingerprinting menos estdvel, quando compardvel com a complexa sonda Ca3 3

e
conseqiientemente o padrdo apresentard baixa efetividade durante o agrupamento de
isolados moderadamente relacionados. Entretanto, ambas as sondas full-length Ca3 e RPS
restrita podem ser empregadas em estudos que acessam rdpidas mudancas devido a
microevolug¢do, mas somente a sonda full-length Ca3 pode ser empregada em estudos nos

.. . . 175
quais isolados moderadamente relacionados devem ser analisados .



A tipabilidade, reprodutibilidade e poder discriminatério tém sido
desenvolvidos e sugeridos durante a avaliacio da eficiéncia de varios métodos
fingerprinting genotl’picos"”@’m. A tipabilidade e reprodutibilidade representam sistemas
quantitativos que sdo freqiientemente expressos como medidas percentuais. A tipabilidade
de um método corresponde ao percentual de distintas linhagens obtidas. O percentual de
linhagens que apresentaram os mesmos resultados sob ensaios repetitivos corresponde a
reprodutibilidade, isto é, a habilidade de um método produzir o mesmo resultado quando
particular linhagem € repetidamente testada. A reprodutibilidade € especialmente
importante para a constru¢do de uma base de dados confidvel, a qual apresenta todas as
linhagens conhecidas dentro de uma espécie onde organismos desconhecidos podem ser
comparados para classificacdo. Por sua vez, o poder discriminatério de um método
corresponde a sua habilidade de diferenciar claramente linhagens ndo relacionadas, tais
como aquelas que sdo geograficamente distintas a partir de uma fonte de organismos, e
demonstrar a0 mesmo tempo o relacionamento de todos os organismos isolados a partir de

individuos infectados diretamente de uma mesma fonte>%*1%°,

O interesse em adquirir um melhor entendimento sobre a patogénese,
epidemiologia, genética e evolucdo das infec¢des causadas por C. albicans tem conduzido
ao desenvolvimento de inimeras pesquisas, as quais empregaram sistemas fingerprinting
tais como MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis), EK (Electrophoretic Karyotyping),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP sem hibridacdo (Restriction Length
Fragment Polymorphism without hybridization) ou REA (Restriction Enzyme Analysis) e
RFLP com hibridacdo (Restriction Length Fragment Polymorphism with hybridization), os

quais serdo examinados a seguir.

Eletroforese de Enzima Multiloco. O método de eletroforese de enzima
multiloco (MLEE ou MEE — Multilocus enzyme electrophoresis), também conhecido como
tipagem isoenzimatica, tem sido empregado durante vérias décadas como método padrio

1 L ~ . 7,88,115,116,137,167
para andlise genética de populagdes em eucariotos ™™ ="

. Trabalhos pioneiros
realizados na década de oitenta, empregando MLEE para andlise genética de Escherichia

coli e Shigella, despertaram enorme interesse dos microbiologistas médicos''%. Desde



entdo, numerosos estudos foram realizados com inestimdveis resultados para o
conhecimento da historia natural das doencas infecciosas. MLEE tem sido considerado um
método gold standard para a genética de populacdes em microrganismos'. Sua capacidade
analitica permite avaliar marcadores codominantes para cada locus em organismo dipldide,

z

um requerimento essencial para os biologistas evoluciondrios que ndo € alcangcado por

poucos métodos de DNA ﬁngerprintingl75.

No campo da micologia médica, a tipagem isoenzimatica tem apresentado
grande potencialidade nos estudos de caracterizacdo taxondmica, sistemadtica, genética,
evolutiva e epidemioldgica, especialmente para a levedura C. albicans*>314161722-24.29.4584-
879,105, 13L132, 34, 140-144.152 -~ reacdo enzimdtica pode ser evidenciada através de bandas
eletroforéticas com atividade enzimética em géis, indicando a existéncia de isoenzimas ou
isozimas'™. Isoenzimas constituem multiplas estruturas moleculares de uma mesma enzima
com afinidade individual para um mesmo substrato, catalisando a mesma reacdo na
célula*. Seu controle ocorre geneticamente por um ou vdrios alelos ou genes, situados em
um ou vérios loci> ' Isoenzimas controladas por alelos de um unico locus sao

denominadas de aloenzima ou alozima®"'?.

Sua migragdo durante a eletroforese ¢
determinada pela carga eletrostitica presente na seqiiéncia de aminodcidos e,
conseqiientemente, sua mobilidade variante (eletromorfos ou aloenzimas) pode ser

. . A 168
equiparada diretamente com alelos do correspondente locus génico estrutural .

A andlise isoenzimdtica na distingdo de espécies de fungos depende da
variabilidade genética intrapopulacional. Organismos com elevada variabilidade genética
podem expressar fendtipos altamente varidveis e, portanto, ocultar diferengas inter ou
intraespecificas. Essas evidéncias surgem principalmente com diferentes enzimas nao-
metabodlicas que exibem altas variagdes estruturais em virtude da intensidade da pressao
seletiva ambiental?>®"7317135 Ao contrario, enzimas metabdlicas apresentam baixa
vulnerabilidade a selecio ambiental e usualmente sdo empregadas como marcadores

isoenzimaticos?".

Os padroes de bandas eletroforéticas isoenzimdticas sdo freqiientemente

previsiveis, uma vez que dependem das condicdes genéticas e nucleares de cada organismo.



No entanto, varios micologistas restringiram as interpretacdes dos resultados eletroforéticos
a mera contagem de bandag'40-14143169.170 - A interpretacdo genética, quando possivel,
fornece muitas informagdes adicionais acerca da condicdo nuclear, genética e taxondmica
de um grupo de 0rganismos60’111’l71. Neste contexto, diferentes critérios de interpretacio

60,114,122,168
s Baseado nestes

tém sido empregados para organismos hapléides ou dipldides
critérios, a composi¢ao alélica tem sido determinada a partir de um grupo constituido por
dez a trinta enzimas metabdlicas consideradas representativas do genoma total de um
organismo, as quais sustentam os estudos de genética de populagdes em bactérias, fungos e

(. 15,175
protozodrios .

A interpretacdo genética dos resultados obtidos por MLEE tem sido aplicada
em uma variedade de propdsitos no campo da microbiologia médica. Em termos de alelos
especificos, as proporc¢des alélicas t€m inferido o grau de recombinagdo genética em
populacdes naturais. Essas proporcdes também tém sido empregadas na avaliagdo dos graus
de isolamento genético entre populacdes naturais, causado por regides geogréficas e
ecologicas ou por barreiras bioldgicas. Seu emprego tem apresentado implicagdes
taxonOmicas e sistemdticas uma vez que, para microrganismos clonais, os graus de
relacionamento inter e intrapopulacional tém sido analisados. Clones espécie-especificos
identificados por MLEE também foram associados com padrdes e reincidéncias clinicos, e
altos indices de patogenicidade. Tais resultados tém sido empregados em tracados
epidemioldgicos que permitem melhor entendimento no desenvolvimento de epidemias, o
que representa um inestimdvel complemento aos métodos atuais de tipagem molecular,
particularmente nos estudos epidemioldgicos em larga escala. Adicionalmente, MLEE tem
sido considerado um método de tipagem com alto poder discriminatério e

reprodutibilidade>!7:68:114:122:134

Andlises comparativas entre MLEE, RAPD e Southern blot hibridacao com
sonda Ca3 apresentaram forte concordancia nos resultados, durante o agrupamento de
isolados bucais e outros sitios anatdmicos de C. albicans provenientes de trés regides
geograficas dos Estados Unidos (pacientes HIV-soropositivos e cancer [El Paso, Tex.],

vaginite [Ann Arbor, Mich.; Iowa City, Iowa] parceiros sexuais [Ann Arbor, Mich; Iowa



City, lowa] e individuos sadios [lowa City, lowa]). Trés principais grupos contendo
isolados de origens ndo relacionadas foram gerados pelos métodos acima, sem qualquer
indicacdo de que alguns loci analisados por MLEE corresponderam as seqiiéncias de
amplificacdo por RAPD ou da sonda por Ca3. Em adi¢do, mudancas microevolucionérias
em linhagem de origem relacionada foram reveladas pelas andlises de Southern blot
hibridagdo com sonda Ca3 (alto poder resolutivo), MLEE (moderado poder resolutivo) e
RAPD (moderado poder resolutivo)'*. Entretanto, MLEE pode ser considerado um 6timo
método fingerprinting genotipico para infeccdes flingicas, uma vez que suas informacoes
sdo obtidas em todos os niveis de resolu¢do (i, ii, iii e iv). Contudo, a Unica desvantagem
desse método € o tempo consumivel de trabalho laboratorial relativamente longo, visto que
existe a necessidade de laboriosos ensaios enzimaticos e a cuidadosa ateng¢do durante o

processamento de dados e sua interpretacdo genética'”.

Cariotipagem Eletroforética. Com a invencdo da eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE - pulsed-field gel electrophoresis)163, € seus respectivos sistemas
OFAGE (orthogonal-field-alternative gel electrophoresis), FIGE (field-inversion gel
electrophoresis), CHEF (contour-clamped homogeneous electric field) ou TAFE
(transverse alternate field electrophoresis), fragmentos cromossomicos de leveduras foram
facilmente separados em um gel, consolidando assim a cariotipagem eletroforética (EK —
electrophoretic karyotyping)"s. Em geral, células imersas em plugs de agarose geleificados
devem ser misturadas diretamente com solu¢@o enzimadtica para remog¢ao da parede celular.
Protease e detergente também podem ser adicionados, seguindo a incubagdo celular para
remo¢do de membranas e proteinas. Logo apds, os plugs contendo moléculas de DNA
devem ser colocados no interior dos pogos existentes nas placas dos géis de agarose, onde a
eletroforese devera ser realizada, de acordo com as especificacdes de determinado sistema,
para a separagao cromossdmica. Os fragmentos cromossomicos de leveduras sao separados
de acordo com o tamanho, os quais podem ser visualizados apds a coloragdo por brometo
de etidio. Em adi¢do, cromossomos especificos podem ser identificados empregando

Southern blot hibridacdo com sondas de DNA cromossomo-especificas (i.e., IDNA)'.

10



As primeiras aplicagdes de PFGE monstraram variacdes nos padroes
cariotipicos entre isolados de C. albicans nao relacionados’ 322498 109173I8T.199 por essa
razdo, proporcionaram um potencial método fingerprinting genotipico'”>. Apesar da
variabilidade cariotipica entre linhagens de C. albicans, Thrash-Bingham & Gorman
(1992), empregando Southern blot hibridacio com sondas de genes clonados,
demonstraram que (i) a organizagdo genOmica foi mantida e que (i) processos de
translocacdes contribuiram para aquela variabilidade'. Essencialmente importante foi o
fato revelado por Sangeorzan et al. (1995), os quais demonstraram padrdes de cariotipagem
eletroforética altamente reproduziveis entre experimentos, € ndo influenciado por permuta

153 Entretanto,

(switching) fenotipica de alta freqiiéncia em linhagens de C. albicans
Holmberg & Feroze (1995) demonstraram variabilidade técnica para o sistema CHEF
devido aos reagentes, preparacao de amostras e condi¢des de corrida eletroforética®.

i TP et 19,55,100,138,196
Devido ao excelente poder discriminatério e reprodutibilidade™™™™>"", a

cariotipagem eletroforética tem sido empregada extensivamente como marcador molecular

6,9-l3,20,46-48,50,70,82,90,94,97,98,100,101,109,112,124,173,187,196,197,199,200. Este método

de C. albicans
mostrou poder discriminatério superior em comparacdo com RFLP sem hibridac¢do, durante
ensaios entre isolados independentes'”'*"'®. Contudo, sua eficiéncia em agrupar linhagens
moderadamente relacionadas ndo foi avaliada cuidadosamente. Outras indica¢des sugerem
que a cariotipagem eletroforética ndo pode cumprir os requerimentos necessarios para
andlises de DNA fingerprinting em C. albicans, uma vez que estas leveduras podem
apresentar reorganizagdes cromossOmicas com altas ou baixas freqiiéncias que,
conseqilentemente, induzem  alteragdes cariotipicas elevadas ou  reduzidas,
respectivamentel36. Células de linhagem de C. albicans 3153A, que expressam fendtipos
variantes (switching), sofrem alteracdes excessivamente freqiientes no tamanho de dois
cromossomos que abrigam cistrons de rDNAM®. A capacidade de uma célula expressar dois
padrées de organizagdo cromossOmica e, conseqiientemente, dois padrdes de alteracdo
cariotipica como resultado da diferenciacdo reversivel, indefere o uso da cariotipagem
eletroforética como um método fingerprinting genotipico efetivo para andlises de grupos de
isolados moderadamente relacionados'””. Em adi¢io aos estudos sobre alteracdes

cariotipicas com freqii€ncias elevadas ou reduzidas em C. albicans, foi demonstrado que os
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padrdes cariotipicos em linhagens variantes (switching) podem divergir € em outra ocasido
convergir136’l45'l47. A convergéncia dos padrdes cariotipicos conduz a homoplasia, cuja
caracteristica € inconsistente com os objetivos de um método fingerprinting genotipico.
Quando a divergéncia é seguida pela convergéncia de um padrdao de DNA fingerprinting,
dois caridtipos similares ou idénticos podem ser interpretados como a mesma linhagem
quando, na realidade, os isolados comparados podem ser nao relacionados'”. As alteracoes
cariotipicas de alta freqiiéncia em C. albicans podem interferir com a capacidade de
discriminar linhagens moderadamente relacionadas e ndo relacionadas, porém a
cariotipagem eletroforética pode ser empregada eficazmente para avaliar microevolugdo
dentro de uma linhagem infectante’’. Contudo, as demonstracdes de reorganizacio de alta
freqiiéncia e homoplasia reduzem a efetividade da cariotipagem como um método de DNA
fingerprinting geral para C. albicans'”. Outros fatores que tem limitado o emprego de
PFGE sao o elevado custo e o tempo relativamente longo para a realizagao dos ensaios que,
conseqiientemente, reduz a capacidade laboratorial em analisar grandes numeros de
amostras"*"*. Ademais, uma versio modificada da cariotipagem eletroforética tem
fornecido uma melhor efetividade ao método, a fim de cumprir os requerimentos
necessdrios. O poder de resolucdo da cariotipagem tem aumentado pela digestao do DNA
cromossOomico de linhagens de Candida spp. com enzimas de restri¢do, tais como Sfil, Notl
e BssHII, previamente aos ensaios de eletroforese em gel de campo-

pul sad 021,38,39,42,43,76,90,128,138.

DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso. A andlise do DNA polimérfico
amplificado ao acaso (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA) foi primeiramente
descrito por Williams er al. (1990)*® ¢ Welsh & McClelland (1990)*"2. Embora uma
variedade de estratégias com base na reacdo da polimerase em cadeia (PCR - polymerase
chain reaction) tem sido desenvolvida326, o RAPD tem surgido como o método de DNA

. o . . N es 26,202,208
fingerprinting mais comum para infec¢des fungicas™ ">

. Empregando primers ao acaso,
de aproximadamente 10 bases (oligonucleotideo), amplicons em toda parte do genoma sao
objetos a serem atingidos e amplificados. Os produtos amplificados s@o comumente

119,175

separados em géis de agarose e corados com brometo de etidio Durante o

desenvolvimento de um sistema RAPD para determinada espécie, uma certa quantidade de
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primers deve ser testada a fim de selecionar aqueles oligonucleotideos capazes de fornecer
maior variabilidade entre isolados independentes. Um unico primer pode gerar um padrio
relativamente complexo que varia entre isolados, porém em muitos casos 0 seu emprego
produz uma a trés bandas eletroforéticas intensas capazes de diferenciar os isolados. Por
essa razdo, os primers devem ser selecionados e testados independentemente para cada

) - ) N . . 175
isolado em questao, e as informagdes obtidas devem ser combinadas

. Esta estratégia tem
sido objetivo de Pujol et al. (1997), os quais testaram quarenta primers ao acaso (cada um
com 10 bases) sobre um nimero limitado de isolados de C. albicans. Destes, oito primers
foram selecionados por fornecer a maxima variabilidade. Porém, apenas os padrdes que
apresentaram bandas eletroforéticas intensas e reprodutiveis (de uma a seis bandas para
cada primer) foram empregados durante andlises de agrupamento. Em adicdo, estes padroes
demonstraram paridade com aqueles obtidos por MLEE e Southern blot hibridagdo com
sonda Ca3"™. Estes pesquisadores também demonstraram que RAPD, MLEE e Ca3
fingerprinting de C. albicans ndo somente agrupam isolados moderadamente relacionados,
mas também fornecem niveis similares de resolucdo de microevolucao dentro de uma
populacdo clonal. Contudo, estas mudangas microevoluciondrias foram independentes e,
conseqiientemente, os trés métodos ndo identificam alteracbes nos mesmos isolados
altamente relacionados. Mais propriamente, estes métodos medem freqiiéncias similares de

- . 134
variantes dentro de uma mesma linhagem .

O método RAPD tem demonstrado grande éxito em estudos sobre infecg¢des
fingicas, especialmente para C. albicans®1¥1933:40:58,64.66.85,134,139,181,194 Apesar da técnica
apresentar rapidez, simplicidade e alto poder discriminatorio, varias limitagdes sobre seus
procedimentos foram apontadas. A falta de reprodutibilidade inter- e intra- laboratdrios
que, embora ndo seja insuperdvel, tem gerado o desenvolvimento de uma base de dados
complexa e de dificil interpretagéo35’55’119’138’175. Variagdes dos resultados provenientes de
artefatos também podem ocorrer como um resultado de pequenas diferencas na
concentracdo de primers, na temperatura de amplificac@o e na concentracdo de magnésio da
mistura de reag;ﬁo49. Alteracdes destes parametros podem afetar notavelmente a presenga de

bandas de baixa intensidade, a posicdo e a nitidez de bandas de alta intensidade'”. Em

adicdo, vérios pesquisadores demonstraram variagdes significativas da metodologia RAPD
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devido as diferentes fontes da enzima Taq polimerase, as quais foram capazes de gerar

1 95,96,110
pseudoclusters durante andlises de agrupamento " .

Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricio sem
Hibridacdo. Um dos primeiros métodos fingerprinting genotipicos, empregado para
analisar o relacionamento de linhagens em infec¢des flingicas, foi a andlise com enzima de
restricdo (REA — restriction enzyme analysis) ou a comparacdo do polimorfismo no
comprimento do fragmento de restricdio (RFLP — restriction length fragment
polymorphism), sem sondas de hibrida95055’138’175. Esta metodologia tem sido aplicada em
uma série de estudos epidemioldgicos de varias infec¢Oes fungicas, especialmente para C.

11,33,34,68,75,100,123,155,172,188,189,196,200 L. . .
. Esta técnica tem sido considerada uma

albicans
metodologia segura e confidvel. Comumente, DNAs celulares tém sido extraidos a partir de
esferoplastos, digeridos com uma ou mais enzimas de restricdo (i.e., EcoRl e Hinfl),
separados em géis de agarose por procedimentos eletroforéticos e visualizados pela
coloragdo com brometo de etidio. A resolucdo deste método depende da concentracdo de
agarose, do tempo de eletroforese, da voltagem e da endonuclease empregada. No entanto,
todas as condi¢des experimentais devem ser determinadas empiricamente. Seus padroes
resultam a partir de diferentes comprimentos dos fragmentos de DNA, os quais sdo
determinados pelos sitios de restricdo identificados por endonucleases especificas. As
variagdes entre linhagens podem ocorrer em fungdo de alteracdes nas seqiiéncias dos sitios
de restricdo, modificagdes secunddrias dos sitios de restricdo, delecdo dos sitios de
reconhecimento ou dele¢do e inser¢do em seqiiéncias de DNA localizadas entre sitios de

. 55,138,175
reconhecimento>>3817%,

Em infec¢Oes fungicas, a complexidade elevada do genoma eucaridtico
aumenta o nimero de bandas obtidas com endonucleases convencionais. Isto diminui a
resolucdo dos padrdes de bandas que representam seqii€ncias Unicas, uma vez que a
complexidade dos padrées de bandeamento gerado por RFLP muitas vezes dificulta a

138,175
3175 De modo semelhante a todos os

interpretacdo do relacionamento das linhagens
genomas eucarioticos, os genomas fungicos contém genes rDNA repetitivos com

seqliéncias relativamente homodlogas e regides intergénicas. Cistrons ribossOmicos
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eucaridticos sdo normalmente agrupados em um ou dois cromossomos'”>. O genoma de C.
albicans contem aproximadamente 50 a 130 cistrons rtDNA por genoma dipléide”. Os
fungos também apresentam muitas copias do genoma mitocondrial'®. Seqiiéncias de
DNA ¢ de DNA mitocondriallzo’zog, este ultimo em menor extensdo, representam a
maioria das bandas intensas dos padrdes RFLP'. Estudos de C. albicans por RFLP
apontaram vdrias evidéncias da utilidade deste método, tanto na identificacdo de linhagens
idénticas a partir de isolados independentes quanto na discriminac¢do entre isolados nao

relacionados> 123125155172 - R p

sem uma sonda de hibridagdo foi considerado um
legitimo método para responder seletivas questdes epidemioldgicas relacionadas a
infeccOes flngicas. Porém, esta metodologia apresenta a desvantagem para analisar grupos
de isolados moderadamente relacionados. Por essa razdo, RFLP nio tem sido bem
apropriado para grandes estudos epidemiolégicos. Em adi¢do, este método ndo foi validado
criteriosamente por comparagdes com outros métodos nos diferentes niveis de resolugdo (i,

..... . \175
i, iieiv) .

Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricio com
Hibridacdo. Um padrao RFLP geral de DNA celular eucaridtico foi considerado
insuficientemente resolvido devido a revelagcdo de todos os fragmentos de restrigﬁo"s. No
entanto, a metodologia RFLP pode ser ampliada pela transferéncia dos fragmentos de DNA
para membranas de nitrocelulose ou nylon, os quais podem hibridizar com sondas
especificassz’ss’zm. Este procedimento permite visualizar seletivamente um nimero limitado
de fragmentos, e ainda fornece um padrio fingerprinting de alta resolucdo'””. Esta
metodologia, nomeada de Southern blot hibridacdo, foi baseada em sondas de DNA
constituidas de seqiiéncias (i.e., radiomarcadas) capazes de reconhecer um ou mais
fragmentos correspondentes, presentes em géis de RELP>233175:207 - o estringéncia desta
hibridacdo pode ser controlada pela variacdo da concentra¢io de sal e/ou temperatura™".
Padrdes de bandas tnicas foram evidenciados quando uma determinada sonda reconhece
uma unica seqiiéncia especifica de DNA (i.e., um unico gene). A existéncia de uma unica
seqliéncia relativamente intacta, dentro de um fragmento de restricdo no gel, tem sido
exclusivamente identificada por hibridacdo com sonda de DNA especifica. Em organismos

hapléides somente uma banda foi incluida nos padrdes RFLP-Southern blot hibridacao,
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enquanto que em organismos dipléides, tal como C. albicans, uma ou duas bandas foram
incluidas naqueles padrdes. Contudo, o sitio de atuagcdo de determinada endonuclease pode
estar contido dentro de uma unica seqiiéncia de DNA correspondente ao local de hibridagcao
com uma sonda especifica que, conseqiientemente, poderia resultar na existéncia de mais

do que duas bandas incluidas nos padroes RFLP-Southern blot hibridagﬁo”s.

Virias sondas fungo-especifica e espécie-especifica foram desenvolvidas com
bases nas dreas evolutivamente conservadas de genomas fingicos e de determinadas
espécies flngicas, respectivamentem’m’201. Sondas que hibridizam com seqiiéncias tnicas
ou um unico gene (single-gene probes) podem discriminar alguns isolados flingicos com
base no polimorfismo alélico. Estas sondas tendem a gerar padroes com uma ou duas
bandas que, conseqiientemente, ndo fornecem um nivel de complexidade de dados
necessarios para avaliar a distdncia genética. No entanto, vdrias sondas single-gene
empregadas em conjunto podem fornecer resultados similares aqueles obtidos por MLEE e
gerar dados complexos o suficiente para refletir distancia genética. Deste modo, sondas que
hibridizam com seqiiéncias repetitivas dispersas por todo genoma foram alvos de muitas
pesquisas, uma vez que estas seqiiéncias podem variar entre linhagens'”>. Sonda de rDNA
empregada para andlises de Southern blot hibridagdo em DNA celular total de C. albicans
demonstrou uma certa resolucdo em linhagens nao relacionadas, cuja complexidade dos
padrdes de hibridacdo foi equiparada com as sondas single-gene”™". Stein et al. (1991)
empregaram a sonda rDNA e demonstraram cinco diferentes padrdoes em dezoito isolados
de C. albicans"®. A hibridacdo com a sonda rDNA do DNA de C. albicans digerido com
EcoRI apresentou um padrdo com no méximo trés bandas, as quais foram comuns para
linhagens aparentemente ndo relacionadas, em uma freqiiéncia relativamente alta, cujo fato

também foi sugestivo da existéncia de homoplasia'®*?*

. TDNA e regides de espacamento
(spacer regions) de rDNA também foram testados por sondas de DNA fingerprinting em
outras infec¢des fungicas além de C. albicans, porém em todos os casos nao foram gerados
padrées complexos o suficiente para considerar tais sondas um sistema de fingerprinting
eficaz?®1H1TH180 - A digestdao de cistrons ribossdmicos eucaridticos, 0s quais constituem
seqliéncias repetitivas em fandem dispostas em grupos e normalmente separadas por

54,61,164,198

seqiliéncias de espacamento , por endonucleases gera fragmentos de tamanhos
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relativamente similares que resulta em padrdoes mais simples de Southern blot hibridag¢ao
(i.e., padroes com poucas bandas). Conseqiientemente, sondas rDNA ndo t€ém sido tdao

efetivo para sistemas fingerprnting genotipicos em fungos'”.

Alguns pesquisadores demonstraram a estrutura circular do genoma
mitocondrial de C. albicans, cujo tamanho de 41 kb compreende extensas seqii€éncias
repetitivas em menor niimero de cépias do que o rDNA"?*2#!% 0 DNA celular total de C.
albicans digerido com EcoRI tem revelado padrdes de Southern blot hibridagao com sonda
para DNA mitocondrial aparentemente mais complexos do que aqueles obtidos com uma
sonda rDNA'. Pesquisas tém demonstrado cinco bandas distintas, cujos padrdes variaram
entre os isolados de C. albicans, sugerindo que Southern blot hibridacdo com sonda de
DNA mitocondrial apresenta efetividade na identificacdo de linhagens idénticas entre
isolados independentes e na distingdo entre linhagens nao relacionadas**?"”. Durante
andlise do tipo I e tipo II de Candida stellatoidea, uma espécie filogeneticamente anédloga a
C. albicans, os padrdes de hibridacdo com sonda de DNA mitocondrial do tipo I foram
idénticos, enquanto aqueles do tipo II variaram®. Em adicao, os padrdes de alguns isolados
de C. stellatoidea tipo Il foram indistinguiveis de alguns isolados de C. albicans,
demonstrando uma falta de especificidade da espécie ou baixo poder de resolucdo do
método, caso aceito C. stellatoidea como uma espécie independenteso. Neste estudo, a
hipétese mais provavel também foi postulada como C. stellatoidea tipo Il representando um
subgrupo de C. albicans®, conforme sugerido em outros estudos®™. Por conseguinte,
sondas de DNA mitocondrial e rDNA ndo foram comumente empregadas em amplos
estudos epidemioldgicos de infeccdes flingicas, e nenhum destes métodos foi validado para

. . ~ 4175
os diferentes niveis de resolu¢do genética .

As sondas de DNA 27A"¢ ¢ Ca3"17¢, para hibridacdo especifica em genoma
de C. albicans, foram clonadas quase que ao mesmo tempo durante o final de 1980 e,
subseqiientemente, foi demonstrado certa analogia entre tais sondas™. Estas sondas contém
seqiiencias dos elementos repetitivos RPS e seqiiéncias ndo-RPS de C. albicans™™ que,
conseqiientemente, hibridizam grande parte das mesmas bandas durante ensaios de

Southern blot hibridagﬁo"s. Entretanto, estas duas sondas ndo sdo idénticas. A sonda 27A
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contém seqiiéncias downstream dos grupos RPS que hibridizam com bandas unicas,
enquanto que a sonda Ca3 contém seqiiéncias upstream dos grupos RPS que hibridizam
com bandas tnicas'®. A sonda Ca3 apresenta maior complexidade quando comparada com
a sonda 27A, e ainda contém uma seqii€éncia repetitiva adicional chamada seqiiéncia B. Em
média, seu padrdo também apresenta maior complexidade e satisfaz os quatro
requerimentos necessarios para um efetivo método de DNA ﬁngerprinting134’175. As sondas
Ca3 e 27A também foram empregadas em varios estudos epidemioldgicos de C. albicans e

a espécie filogeneticamente relacionada C. dubliniensis*>66%77:78:91:92,:106,108,126,127,148,158,159,

161,162,176,178,184,186,204

A lbgica e os métodos empregados para clonar e caracterizar as complexas
sondas 27A e Ca3 foram relativamente confidveis. Assim sendo, um ensaio de Southern
blot hibridacao de fragmentos digeridos com endonuclease, empregando sondas capazes de
identificar seqiiéncias repetitivas dispersas por todo genoma, poderia identificar a
variabilidade entre isolados por intermédio de uma diversidade de loci espalhados.
Contudo, tais sondas poderiam hibridizar com (i) seqiiéncias adicionais menos variaveis,
incluindo seqiiéncias que variam como um resultado de polimorfismos alélicos, e com (i)
algumas seqii€ncias hipervaridveis, revelando mudancas microevoluciondrias dentro de
uma linhagem. Todas estas informagdes tem sido fornecidas por um unico padrdo de
Southern blot hibridacdo, o que representa a virtude destas complexas sondas. Uma sonda
complexa deve gerar um padrdo suficientemente complexo a fim de fornecer medidas
correta e sensivel capazes de refletir o relacionamento dos isolados. A porcao principal do
padrao gerado deve ser relativamente estidvel com o passar do tempo para determinada
linhagem. Em adi¢do, a sonda poderia conter uma ou mais seqiiéncias de hibridacdo com
fragmentos monomorficos (i.e., fragmentos que exibem o mesmo tamanho em todas ou na
maioria das linhagens dentro de uma espécie). Estas bandas monomoérficas poderiam
facilitar a normalizacdo num padrdo universal, cujo objetivo seria a estocagem
computacional de dados (i.e., constru¢do de uma base de dados auxiliada por computador)

para subseqiientes estudos comparativos e retrospectivos' .
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Scherer & Stevens (1988) demonstraram que a sonda 27A de 6.7 kb, clonada a
partir da linhagem clinica de C. albicans 616, apresenta uma seqiiéncia repetitiva dispersa
por todo o genoma. Eles analisaram dois clones por Southern blot hibridizacdo com sonda
27A de fragmentos digeridos com Sau3A e demonstraram a existéncia de uma seqiiéncia
comum entre os dois clones e 27A%° a qual foi subseqiientemente identificada como
elemento repetitivo RPS por Iwaguchi et al. (1992)"%. No contexto epidemioldgico e
taxonOmico, padrdes de Southern blot hibridagdo com sonda 27A, de isolados atipicos de
C. albicans provenientes de pacientes HIV-soropositivos, demonstraram caracteristicas
genéticas idénticas a C. dubliniensis, sugerindo também uma distribuicdo geografica
difundida desta espécielss. Em adi¢do a sonda 27A, seus padrdoes de Southern blot
hibridagdo também mostraram maior poder discriminatério em linhagens clinicas de C.
albicans quando comparados com os padroes de EK, REA com Nofl e PCR
fingerprinting‘u. A sonda Ca3 de 11 kb'”’, primeiramente referida como JH3 durante
ensaios sobre mudancgas fenotipicas (phenotypic switching) em isolados de C. albicans
causando vaginite'’®, foi clonada a partir de uma linhagem de laboratério 3153A e
encontrada dispersa em sete de oito cromossomos de C. albicans™®. Anderson e al. (1993)
digeriram a sonda Ca3 com EcoRI e obtiveram sete fragmentos, os quais foram
classificados em ordem decrescente de tamanho em A, B, C, DI, D2, E e F.
Posteriormente, estes fragmentos foram mapeados na direcdo 5’ para 3’13 Quando 0o DNA
da linhagem de C. albicans 3153A foi digerido com EcoRI e analisado pelos fragmentos A
(~4.2 kb), B (~3 kb) e C (~2.9 kb) da sonda Ca3, trés distintos padrdes foram obtidos. No
entanto, a combinacdo destes padrdes resultou na identificacdo de todas as principais
bandas obtidas pelos padrdes de hibridagio com sonda Ca3 integra'. O fragmento A gerou
trés distintos padroes (~5.8 kb; ~4.5 kb; ~5.8 e 4.5 kb) quando analisados por Southern blot
hibridagdo de DNA digerido com EcoRI de isolados clinicos de C. albicans. Neste caso, o
fragmento A identificou apenas um gene, cujos padroes representaram variagcoes alélicas de
apenas um locus génico. O fragmento B gerou um padrdo que incluiu mais da metade das
bandas obtidas pelos padrdes de hibridacdo com sonda Ca3 integra. A maioria dos padroes
B foi polimoérfica e representativa de muitas bandas moderadamente varidveis, as quais sao

.. 1. 175 .
necessdrias para andlises de agrupamento °, ou ainda, foram usadas durante a
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demonstracdo de paridade entre MLEE, RAPD e Ca3 ﬁngerprinting134. Finalmente, o
fragmento C gerou padrdes que incluiram bandas de alta massa molecular fortemente
varidveis, as quais t€ém demonstrado imenso valor em andlises microevoluciondrias de
linhagens infectantes”*>13315%182  Dyrante a determinacdo da distribuicdo gendmica das
seqiliéncias que hibridizam com os trés principais fragmentos da sonda Ca3 (A, B e C),
ensaios de Southern blot hibridagdo dos cromossomos de C. albicans, separados
eletroforeticamente, foram investigados'. Sete distintas bandas cromossdmicas da linhagem
de C. albicans 3153 A foram obtidas por eletroforese de campo alternado transverso (TAFE
— transverse alternating-field electrophoresis) e numeradas em ordem decrescente de
tamanho. Como C. albicans possui o0ito cromossomos>"?, a sobreposicdo de bandas
possivelmente ocorreu no minimo em uma posicdo’. A sonda Ca3 integra mostrou forte
hibridagdo com as bandas 1, 3, 5, 6 e 7. O subfragmento B mostrou forte hibrida¢do com as
bandas 5 e 7, e fraca hibrida¢cdo com a banda 6. O subfragmento C mostrou forte hibridag¢do
com as bandas 1, 3 e 6, e fraca hibridacdo com as bandas 5 e 7. Estes resultados
demonstraram que os subfragmentos B e C apresentam seqii€ncias dispersas em mais do
que um cromossomo, sendo que o subfragmento C, o qual contém seqiiéncias RPS, foi mais
disseminado do que o subfragmento B'.

31148,176

Southern blot hibrida¢do com a sonda Ca tem sido empregada em varios

. e . S . . . 62,7791
estudos epidemioldgicos e microevoluciondrios de isolados clinicos de C. albicans™'"

93,102,118,126,159,160,162,174.178.204 * A gonda Ca3 empregada durante ensaios de DNA digerido
com EcoRI tem identificado acima de 20 bandas, as quais incluiram padroes
monomorficos, moderadamente varidveis e hipervariéveislss. Todos estes padroes foram
empregados para avaliar o relacionamento de isolados clinicos, enquanto que os padrdes
hipervaridveis foram empregados para monitorar microevolu¢ao de linhagens infectantes e
comensais de C. albicans®®**1%%1"8  Anslises de RAPD, MLEE e Southern hibridizacao
com sonda Ca3 apresentaram forte concordancia nos resultados, durante andlises de
agrupamento de isolados bucais e outros sitios anatdomicos de C. albicans provenientes de
trés regides geograficas dos Estados Unidos (pacientes imunocompetentes e

imunocomprometidos). Trés principais grupos, contendo isolados de origens nao

relacionadas, foram gerados pelos métodos acima sem qualquer indicacao de que algum
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loci analisado por MLEE corresponde as seqiiéncias de amplificacdo por RAPD ou da
sonda por Ca3. Em adi¢do, mudangas microevoluciondrias dentro de uma linhagem (origem
relacionada) foram reveladas pelas andlises de Southern hibridizagao com sonda Ca3 (alto
poder resolutivo), MLEE (moderado poder resolutivo) e RAPD (moderado poder
resolutivo)™.  Estas mudancas microevoluciondrias também podem envolver
reorganizacdes do tipo inser¢do ou dele¢do intracromossomal dos elementos RPS dispersos
especificamente por toda parte do genoma de C. albicans™®. Tsolados de C. albicans de
varios sitios anatdmicos provenientes de mulheres sauddveis foram comparados por
Southern hibridizacdo com sonda Ca3. De onze mulheres que abrigaram linhagens
comensais em ambas as cavidades bucal e vaginal, quatro apresentaram linhagens
altamente similares, porém nao idénticas, em sitios alternativos. Este fato tem sugerido a
ocorréncia de microevolucdo entre aquelas linhagens altamente similares, a partir de um
progenitor que se adaptou em dois diferentes nichos do corpo. Em adicao, tais populagdes
divergentes poderiam ser distinguidas geneticamente"s. Schroeppel et al. (1994)
empregaram a mesma técnica para acessar o relacionamento genético de linhagens de C.
albicans isoladas de pacientes (linhagens mantidas e substituidas) e seus parceiros sexuais.
No paciente em que as linhagens infectantes foram mantidas, houve minimas mudangas
genéticas em episodios sucessivos de candidiase vaginal. No paciente em que as linhagens
infectantes foram substituidas por outras, uma infeccdo de transicdo envolveu uma
populacdo infectante geneticamente mista, € a substituicdo de linhagens aparentemente
tiveram origem a partir da cavidade bucal dos parceiros sexuais. Estes resultados
demonstraram que as linhagens de infec¢des recorrentes de candidiase vaginal sdo
geneticamente instdveis, e que o tratamento com antifiingicos pode resultar em selecdo de
variantes previamente infectantes, ou substituicio por linhagens geneticamente nao
relacionadas'®.

) .. 148
O relacionamento fisico entre a sonda Ca3

e os grandes fragmentos
gendmicos de EcoRI que hibridizam com o fragmento C de Ca3"", a sonda 27A"®, o
fragmento HOK?™ e os elementos RPS31’72, foram determinados®®**1**, As sondas Ca3, 27A
e HOK apresentam seqiiéncias de elementos RPS e a margem upstream de C2 do grupo

RPS. Por essa razdo, todas estas trés sondas identificam um grupo de bandas comuns em
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um Southern blot do DNA gendmico digerido com EcoRI. Portanto, os elementos RPS
empregados exclusivamente como sonda de DNA fingerprinting tendem a gerar padroes
similares aqueles obtidos com o fragmento C da sonda Ca3”'. Embora o padrao C
apresente  valiosa utilidade em andlises microevoluciondrias, com base na
hipervariabilidade no comprimento de suas seqiiéncias RPS localizadas em fandem em

. . 1
determinados locais do genoma 3

, seu emprego como um método efetivo de DNA
fingerprinting produz uma equivocada interpretacdo de isolados que ndo sao altamente
relacionados™>. O problema da utilizacdo de uma sonda que contém elementos repetitivos
dispersos no genoma foi demonstrado em C. albicans. Lasker et al. (1992) clonaram o
elemento repetitivo espécie-especifico CARE-2 (1.06 kb) a partir do genoma de C.
albicans. Os padrdes de Southern blot hibridacdo demonstraram diferentes nimeros de
copias CARE-2 sobre diferentes cromossomos de C. albicans®. Padrdes complexos
também foram gerados por Southern blot hibridacio com sonda CARE-2, em DNA
digerido com EcoRI de viérios isolados clinicos de C. albicans, os quais apresentaram
aproximadamente o mesmo nimero de bandas daqueles padrdes obtidos por Southern blot
hibridagdo com sonda Ca3, porém, em contraste com Ca3, cada padrdo de banda CARE-2
foi varidvel™. A sonda CARE-2 distinguiu isolados ndo relacionados e identificou a
mesma linhagem em isolados independentes. Entretanto, enquanto MLEE, RAPD e Ca3
fingerprinting demonstraram paridade agrupando os isolados clinicos dentro de trés grupos
altamente similar, dois dos trés grupos fragmentaram formando-se grupos de isolados

menores e nao relacionados no dendrograma CARE-2'™

. Deste modo, os padrdes da sonda
CARE-2 identificam somente fragmentos hipervaridveis que, conseqiientemente, tornam-se

. . . 175
menos efetivo em agrupar isolados moderadamente relacionados™ .

Os resultados obtidos com a sonda CARE-2"** apontaram para uma concepgao
errdnea com relagdo ao emprego de uma sonda de DNA fingerprinting. Existe uma certa
tendéncia em reduzir uma sonda complexa de DNA fingerprinting a um elemento de
repeticdo simples, como no caso da reducdo da sonda Ca3 ao elemento RPS, cuja base
apoiou-se na no¢do equivocada de que o padrdo mais varidvel corresponde ao melhor
método de DNA fingerprinting para linhagens. Por outro lado, os padrdes de bandas Ca3,

N

analisados individualmente pelos seus subfragmentos quanto a variabilidade, revelaram
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subgrupos com hipervariabilidade, variabilidade moderada, baixa variabilidade e nenhuma
variabilidade. Deste modo, estas informag¢des tendem a fortalecer a sonda quanto aos varios
niveis de resolucdo propostos para um método efetivo de DNA fingerprinting'”. Em
adi¢do, a redugdo da sonda Ca3 para RPS resulta em uma sonda convenientemente util para

. . L. . . . . v e 1
estudos microevoluciondrios de linhagens (i.e., anélise da hipervariabilidade) 3,

A evolucdo da biologia molecular tem aumentado dramaticamente a capacidade
dos pesquisadores em estudar inimeras infec¢des fungicas, especialmente aquelas causadas
pelo patégeno oportunista C. albicans e outras espécies de Candida. Miltiplos sistemas
moleculares encontram-se disponiveis para os propdsitos cientificos epidemioldgicos,
genéticos, evolutivos, taxondmicos e sistemdticos. No entanto, o emprego de um sistema
adequadamente padronizado, compreendendo varios métodos fingerprinting genotipicos
associados a um programa de base de dados universal, tem sido o anseio de muitos
micologistas. Para avaliar os niveis de resolu¢do fornecidos por um método fingerprinting
genotipico, uma estratégia de validacdo tem sido delineada a qual compara dois ou mais
métodos ndo relacionados. Para C. albicans, esta estratégia tem validado o emprego de
MLEE, RAPD e Ca3, uma vez que estes métodos foram capazes de avaliar todos os niveis
de resolucdo. Dentro do contexto epidemioldgico, todos os isolados apresentam uma
histéria, ambos para o hospedeiro e para o patégeno, a qual poderia ser mais explorada.
Cada linhagem submetida as andlises pelos diferentes métodos fingerprinting genotipicos
poderia ser registrada em programas de base de dados e submetida a uma comparacao com
os parametros dos hospedeiros (i.e., idade, sexo, peso, caracteristicas médicas, condi¢cdes
predisponentes, artigos protéticos, localizacdo geografica, fatores socioecondmicos,
associagdo com outros individuos,...) e as caracteristicas do patégeno (i.e., padroes de
assimilacdo de acucares, antigenicidade, secrecdo de proteinases, padroes de
susceptibilidade as drogas, formacgao de hifa, switching fenotipico,...). Estes procedimentos
permitiriam a comparacdo atual e retrospectiva de uma selecdo de linhagens clinicas e
epidemiologicamente importantes, as quais poderiam apresentar uma ou Vdrias
caracteristicas do hospedeiro ou patégeno. Em adi¢do, a somatoria deste crescente nimero
de informagdes poderia contribuir ainda mais (i) para o entendimento da dindmica dos

organismos infecciosos em populagdes humanas, (i) do complexo relacionamento entre
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comensalismo e infeccdo, (iii) dos mecanismos genéticos e evoluciondrios, ou ainda, (iv)
identificar a origem de uma infec¢do e (v) monitorar a emergéncia de linhagens resistentes

aos fatores ambientais improprios.
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Paridade entre métodos de interpretacao genético € numérico
por MLEE e analises de agrupamento entre isolados
bucais de Candida albicans

Marcelo Fabiano Gomes Boriollo & José Francisco Hofling

Laboratério de Microbiologia e Imunologia, Departamento de Diagnéstico Bucal,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, Piracicaba, SP, Brasil.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o poder discriminatério e a capacidade de
agrupamento dos métodos de interpretagdo genético (IG) e numérico (IN), a partir dos
resultados obtidos por eletroforese de enzima multiloco (MLEE) e andlise de agrupamento
de amostras de C. albicans isoladas da cavidade bucal de criancas saudéveis. Culturas de
leveduras foram submetidas a extracdo de proteinas por pérolas de vidro. As isoenzimas
foram separadas em gel de amido através de procedimentos eletroforéticos e reveladas por
métodos descritos previamente para 11 sistemas. A IG dos padroes de MLEE foi realizada
seguindo a regra, comumente aceita, que permite a dedu¢do da composicdo alélica de um
organismo dipldide. A IN dos padroes de MLEE foi obtida numericamente por seus valores
de mobilidade relativa. A variabilidade genética e a similaridade fenética entre os isolados
foram determinadas pelos coeficientes de distdncia genética d; de Nei (1972) e de
associacdo S; de Sokal & Sneath (1963), respectivamente. As matrizes de distincia
genética e similaridade foram elaboradas e tratadas pelo método SHAN algoritmo
UPGMA, a fim de gerar os dendrogramas. O poder discriminatério dos dois métodos de
interpretacdo foi determinado pelo indice de diversidade de Simpson. A concordancia entre
os valores das matrizes d;; e S; foi determinada pelo coeficiente de correlagido cofenética
baseado no produto-momento de Pearson. Os valores de similaridade entre os diferentes
fenons (d;j = x76 ou S;; = x76), grupos de isolados altamente relacionados e indistinguiveis
(x76 > djj 2 0 ou x76 < S;; < 1), e grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis (d; = 0
ou §;; = 1), gerados pelos dois métodos interpretativos e expressos em dendrogramas, foram
obtidos pelo coeficiente de associacdo de Jaccard (S;) e também visualizados em
dendrogramas UPGMA. Os indices discriminatérios obtidos pelos dois métodos de
interpretacdo, baseado na ocorréncia de varios subtipos de C. albicans (i.e., 47 ETs

produzidos pela IN, e 43 ETs produzidos pela IG) na populacdo de criangas saudaveis,
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apresentaram valores muito proximos e acima de 95%. Deste modo, MLEE pode ser
considerada uma ferramenta muito valiosa para tipagem de C. albicans em estudos
epidemioldgicos. Outros indices discriminatdrios, baseado na ocorréncia de varios (i) alelos
polimorficos, (ii) bandas polimérficas, (iii) fenons, (iv) grupos de isolados altamente
relacionados e indistinguiveis e (v) grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis,
mostraram valores entre 84.2% até 95.2%, cujas diferencas entre a IG e IN foram abaixo de
5% em todas as ocasides mencionadas acima. Tais resultados também refletiram maior
discriminacao de subtipos e seus relacionamentos, sob a forma de grupos, por parte da IN
dos resultados. Conseqiientemente, sugere-se que isto pode gerar imprecisdo sobre muitas
informacdes acerca da condi¢ao nuclear e, concomitantemente, superestimar tais resultados.
Por outro lado, a IG dos resultados pode gerar maior precisdo sobre as informagdes acerca
da condicao nuclear, e seus dados podem ser aplicados valiosamente sobre os estudos de
genética de populagdes, epidemiologia, evolugdo, taxonomia e sistematica de C. albicans.
Adicionalmente, tais resultados podem ser adequadamente estocados e acessados durante
andlises retrospectivas e comparativas. A concordancia (r,4s) entre os elementos da matrizes
dij e S; apresentou um valor igual a 0.05548 (~5.6%). Este resultado sugere uma baixa
concordincia quantitativa e qualitativa entre aqueles elementos, e do mesmo modo quando
ocorre a conversao dos valores S;; em dj;. Esta falta de concordincia também foi confirmada
pelos resultados de similaridade (S;) entre os grupos de isolados altamente relacionados e
indistinguiveis (x76 > d;; = 0 versus x76 < S;; < 1), e os grupos de isolados exclusivamente
indistinguiveis (d;; = 0 versus S;; = 1), gerados nos dois dendrogramas UPGMA (S,). Estes
resultados também sugerem uma divergéncia de fundamentos que, conseqiientemente,
podem gerar conclusdes epidemioldgicas equivocadas, e isto tem grande relevancia sobre
os diferentes estudos, principalmente durante as descricdes de laudos microbioldgicos
médicos. Finalmente, o conjunto de informagdes obtido nesta pesquisa sugere o emprego
padronizado do método da IG sobre os padroes de MLEE, de modo a favorecer aqueles
estudos, especialmente para C. albicans e espécies relacionadas dipldides de importancia

médica.

Palavras chave: MLEE; interpretacdo genética; interpretacdo numérica; poder

discriminatdrio; andlise de agrupamento; Candida albicans.
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INTRODUCAO

A eletroforese de enzima multiloco (MLEE ou MEE — Multilocus enzyme
electrophoresis), também conhecida como tipagem isoenzimadtica, tem sido empregada
durante vdrias décadas como método padrdo para andlise genética de populacdes em

. 6,58,79,80,89,102
eucariotos ™ 7T

. Trabalhos pioneiros realizados na década de oitenta, empregando
MLEE para andlise genética de Escherichia coli e Shigella, despertaram enorme interesse
dos microbiologistas médicos!"™*, Desde entdao, numerosos estudos foram realizados com
inestimaveis resultados para o conhecimento da historia natural das doencas infecciosas.
MLEE tem sido considerado um método gold standard para a genética de populagdes em
microrganismos“. No campo da micologia médica, a tipagem isoenzimdtica tem
apresentado grande potencialidade nos estudos de caracterizagdo taxondmica, sistematica,

» ~ I P . . 34,7,13,15,16,19-
genética, evolugdo e epidemiologia, especialmente para a levedura C. albicans™ "™

21,25,33,53-56,59,69,85-87,93-97

A reacdo enzimdtica pode ser evidenciada por bandas eletroforéticas de
atividades enzimdticas em géis, indicando a existéncia de isoenzimas ou isozimas®®.
Isoenzimas constituem multiplas estruturas moleculares de uma mesma enzima com
afinidade individual para um mesmo substrato, catalisando a mesma reagdo na célula®?. Sua
expressdo € controlada geneticamente por um ou varios alelos ou genes, situados em um ou
varios loci®®®8, Isoenzimas controladas por alelos de um tnico locus sdo denominadas de

aloenzima ou alozima’

™3 Sua migracdo durante a eletroforese € determinada pela carga
eletrostdtica presente na seqiiéncia de aminodcidos e, conseqiientemente, sua mobilidade
variante (eletromorfos ou aloenzimas) pode ser equiparada diretamente com alelos do

correspondente locus génico estrutural®.

A capacidade analitica isoenzimdtica na distincdo de espécies de fungos
depende da variabilidade genética intrapopulacional. Organismos com elevada
variabilidade genética podem expressar fendtipos altamente varidveis e, portanto, ocultar
diferencas inter ou intraespecificas. Essas evidéncias surgem principalmente com diferentes

enzimas nao-metabdlicas, que exibem altas variagdes estruturais em virtude da intensidade
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da pressdo seletiva ambiental?>4>478188 - A contrdrio, enzimas metabodlicas apresentam
baixa vulnerabilidade a selecao ambiental, sendo usualmente empregadas como marcadores
isoenzimaticos'*. Os padrdes de bandas eletroforéticas isoenziméticas sao freqiientemente
previsiveis, uma vez que dependem das condi¢des genéticas e nucleares de cada organismo.
No entanto, varios micologistas restringiram as interpretacdes dos resultados eletroforéticos
a mera contagem de bandas®+?¢104105 A interpretacdo genética, quando possivel, fornece
muitas informag¢des adicionais acerca da condi¢do nuclear, genética e taxondmica de um
grupo de organismo39’73’106. Neste contexto, diferentes critérios de interpretacdo t€m sido
empregados para organismos hapléides ou dipl6ides™”***1% Baseado nestes critérios, a
composi¢do alélica tem sido determinada a partir de um grupo constituido por dez a trinta

enzimas metabdlicas, consideradas representativas do genoma total#114,

Levando em consideragdo que a caracterizagdo de um microrganismo por
MLEE ¢ estatisticamente dependente da interpretacdo inicial dos padrdes eletroforéticos
isoenzimaticos, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o poder discriminatorio e a capacidade
de agrupamento dos métodos de interpretagao genético (IN) e numérico (IN), a partir dos
padroes de MLEE e andlises de agrupamento de amostras de C. albicans isoladas da

cavidade bucal de criangas sauddveis.
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MATERIAL E METODOS

Isolados de leveduras. O estudo envolveu 75 amostras de C. albicans isoladas
da cavidade bucal de 75 criancas clinicamente sauddveis, pertencentes a Micoteca do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal, da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas. Estes isolados foram caracterizados por
testes bioquimicos, formacdo de tubo germinativo e producdo de clamidésporos”™ e
atualmente sua caracterizacao tem sido ampliada pelo emprego de MLEE e andlise genética

de populagdes.

Preparacao dos extratos celulares. Culturas de amostras de C. albicans foram
desenvolvidas em frascos contendo SO0mL de meio YEPD (Extrato de Levedura 1% m/v,
Peptona 2% m/v e Glicose 2% m/v) a 37°C por 18 horas, sob agitacdo constante de

5,24

150rpm™*" (Incubadora Shaker mod. NT 712, Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos
de Laboratorio Ltda.) Logo apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 3.000 X g
por 5 minutos'? e lavadas duas vezes em solucio de NaCl 0,9% m/v'*, submetendo cada
lavagem a mesma forca centrifuga. Os pellets (~500uL) foram transferidos para tubos de
2mL (Biospec Products, Inc.), contendo dgua destilada gelada e pérolas de vidro (1:1:1).
Estas misturas permaneceram em gelo por 5 minutos e, posteriormente, foram agitadas
quatro vezes em aparelho BeadBeater® (Biospec Products, Inc.) por 30 segundos, com
intervalos de 1 minuto. Os fragmentos celulares foram centrifugados a 5.000 x g a 4°C por
5 minutos. As fases superiores aquosas resultantes foram aplicadas em papéis de filtro
Whatman n° 3 (wicks), com dimensdes de 12x5mm, e mantidas a -70°C até o momento de

2,93-96
uso” .

Eletroforese e coloracdo de enzimas especificas. Enzimas foram separadas
em gel de amido (Penetrose 30®, Refina¢des de Milho Brasil Ltda) a 13% m/v, com
dimensao de 200x120x10mm. Rapidamente, os wicks previamente preparados foram
embebidos com Syl de solucdo de azul-de-bromofenol a 0,02% m/v e aplicados
perpendicularmente ao corte longitudinal (20mm) do gel. A eletroforese foi conduzida em

sistema horizontal e continuo, sob tensdo de 130 volts a 4°C overnight (migracdo do
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corante equivalente a 80mm). Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, a linhagem
padrao de C. albicans CBS-562 (Centralbureau voor Schimmelcultures, Delft, The
Netherlands) foi sistematicamente colocada nas extremidades de cada gel. Apds a corrida
eletroforética, o gel foi colocado sobre uma base de acrilico e fatiado em laminas de 1,5mm
de espessura, com auxilio de réguas sobrepostas e fio ndilon n°15M1!17 Cuidadosamente,
estas laminas foram conduzidas ao interior de recipientes de porcelana branca e submetidas
ao processo de coloragdo por métodos descritos previamente para 11 sistemas (15 loci
enziméticos)1’87’w3. As atividades enzimaticas analisadas foram: dlcool desidrogenase,
sorbitol desidrogenase, manitol-1-fosfato desidrogenase, malato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase, glucose desidrogenase, glucose-6-fosfato desidrogenase, aspartato
desidrogenase, catalase, peroxidase e leucina aminopeptidase (Tabela 1). Expressdes
enzimaticas de malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e sorbitol desidrogenase
mostraram dois e trés loci geneticamente interpretativos (Mdh-1, Mdh-2 e Mdh-3; Idh-1 e
1dh-2; Sdh-1 e Sdh-2).

Interpretacao genética dos padroes de MLEE. Padroes de MLEE foram
interpretados seguindo a regra, comumente aceita, que permite a dedu¢do da composicio
alélica de um organismo dipl6ide®®. Os eletromorfos (bandas) de cada enzima, numerados
e/ou ordenados alfabeticamente em disposi¢cdo decrescente em relacdo a mobilidade
enzimdtica anodal, foram comparados com os alelos do correspondente locus génico
estrutural. A populagdo de C. albicans foi caracterizada pelas combinacdes dos alelos de 15
loci génicos, de modo que distintas combinacdes alélicas de loci polimérficos foram
designadas de tipos eletroforéticos (ETs). Deste modo, os indices percentuais de loci
polimérficos (freqiiéncia do alelo mais comum < 0.99) e monomérficos (= 0.99) também
foram determinados. A falta de uma demonstrdvel atividade enzimdtica foi interpretada

como dois alelos nulos do correspondente locus génico15’25’51’57’69’77’95’103.

Interpretacao numérica dos padroes de MLEE. Padroes de MLEE foram
expressos numericamente por seus valores de mobilidade relativa (Rf), dada por: Rf = UIp.
100, onde d correspondeu a distincia percorrida pela molécula enzimdtica e D correspondeu

a distancia percorrida pelo corante. Os valores Rf foram convertidos em valores binérios do
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Tabela 1. Relacdo das enzimas metabdlicas de C. albicans e seus respectivos sistemas eletroforéticos e solugdes para coloracao.

ENZIMA TAMPAO COMPOSTOS PARA COLORACAO
- SAL CORANTE
Ec NOME SIMBOLO ELETRODO ! GEL SUBSTRATO TAMPAO
COENZIMA CATALISADOR
1.1.1.1. Alcool desidrogenase ~ ADH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Etanol (3mL) 200mM Tris-HC1 NAD 1% PMS 1% (500uL)
Isopropanol (2mL) pH 8.0 (50mL) 2 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.14. Sorbitol desidrogenase SDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Sorbitol (250mg) Tris-HC1 50mM pH NAD 1% PMS 1% (500uL)
8.0 (50mL)* (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.17. Manitol-1-fosfato MI1P Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Manitol-1-fosfato Tris-HCI 100mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (5mg) pH 8.5 (50mL) 4 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.37. Malato desidrogenase =~ MDH Tris-citrato pH 8.0 Tampio do eletrodo 1:29 2M Acido malico Tris-HC1 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
(6mL)® pH 8.0 (40mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.42. Isocitrato IDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 IM Acido isocitrico Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (2mL) ¢ pH 8.0 (40mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.47. Glucose desidrogenase GDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 D-glucose (500mg) Tris-HCI 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
pH 8.0 (50mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.49. Glucose-6- fosfato G6PDH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Glicose-6-fosfato Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (100mg) pH 8.0 (50mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.43.x. Aspartato ASD Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Acido aspartico Fosfato de sodio NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (50mg) pH 7.0 (50mL) 8 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.11.1.6. Catalase’ CAT Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29
1.11.1.7. Peroxidase PO Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 H,0, 3% (1mL) 100mM Acetato de o-dianisidina 2HC1
s6dio pH 4.5 (16mg)
(50mL) '
34.11.1. Leucina LAP Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 L-leucina - 100mM Fosfato de ~ 100mM MgCl, Black K (30mg)
aminopeptidase naftilamida HC1 (30 Potdssio pH 5.5 (ImL)’
mg) (50mL) !

! 83.2g de C4H;;NO; (Tris), 33.09g de C¢HgO,.H,O (Acido citrico), 1L def H,0O; 2 24.2g de C4HNOj (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCl); 3 6.05g de C4HNO; (Tris), 1L de H,O
(pH ajustado com HCl); 4121 g de C4H,;NO; (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCI); 5 26.8g de C4H¢Os (Acido DL-mélico) e 16g de NaOH em 0.1L de H,O (precaugdo: reacdo
potencialmente explosiva); ©29.41 g de CgH50,Na; . 2H,0 (Acido DL-isocitrico) em 0.1L de H,0; 7 2.03g de MgCl,.6HCI (Cloreto de magnésio) em 0.1L de H,O; 8 Misturar partes
iguais de 27.6g de NaH,PO, . H,O (Fosfato de s6dio monobasico monohidratado) em 1L de H,O e 53.6g de Na,HPO, . 7H,0 (Fosfato de sédio dibasico heptahidratado) em 1L de H,O,
entdo diluir a mistura 1:25 com H,0; ®° Incubar a fatia do gel por 30 minutos a 0°C em 50mL de tampdo de 0.1M fosfato de sédio pH 7.0, entdio decantar a solucfio, e imergir a fatia em
50mL de solugdo de iodeto de potassio 1.5% (KI) por 2 minutos. Por conseguinte, enxaguar a fatia do gel com 4gua, e imergi-la em 50mL de solu¢do de peréxido de hidrogénio 0.03%

(H,0,). Misturar cuidadosamente e remover a solucio corante quando zonas brancas surgirem sobre o fundo azul escuro; 10 13.61g de C,H;0,Na . 3H,0 (Acetato de sédio), 1L de H,O;

13.61g de KH,PO, (Fosfato de potéssio), 1L de H,O.
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N

tipo 1 e 0, cujas representagdes correspondem a presenca e auséncia de bandas,
respectivamente. A populacdo de C. albicans foi caracterizada pelas combinacdes das
bandas de todas as atividades enziméticas, de modo que distintas combinag¢des de bandas
polimérficas foram designadas de tipos eletroforéticos (ETs). Deste modo, os indices
percentuais de enzimas polimérficas (freqiiéncia dos eletromorfos < 0.99) e monomérficas

. . 17,25,40,57,87,93,94,96
(= 0.99) também foram determinados """ 394,96

Anadlises de agrupamento e distancia genética. A variabilidade genética entre

os isolados bucais de C. albicans foi determinada pelo coeficiente de distancia genética de

Zk ‘xkl‘ X ‘
[ 2.2
Zk Xii xkj

PPN - 21 As 78 . [N . s .
freqiiéncias alélicas ou génicas™. Deste modo, a matriz de distancia genética (d;) foi

Nei (1972), d; =—In , 0 qual admite a utilizacdo de dados a partir de

elaborada e tratada pelo método SHAN algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Average), a fim de gerar o dendrograma37’88’108’109. Para
determinar a concordancia entre os valores de distancia genética, implicitos no
dendrograma, e os valores da matriz de distancia genética (d;) foi empregado o coeficiente

de  correlacio  cofenética  baseado no  produto-momento de  Pearson

P — —
z by =Yy = ye) 37,48,52,109,111,112
Jj=1

Sii i
r_ = =
ki \/SZSI-Z P -, P -
Z()’,;;—y[) Z(yk/_yk)
=1 =

auxilio do programa NTSYS-pc 1.70°%. A linhagem-padrio de C. albicans CBS-562 foi

. Essas analises foram realizadas com o

incluida neste estudo para determinar a correlacdo cofenética entre os isolados bucais e

assegurar a reprodutibilidade23’28’29’118.

Andlises de agrupamento e similaridade fenética. A similaridade fenética

entre os isolados bucais de C. albicans foi determinada pelo coeficiente de associacdo de

ou S 2(a+d)

Sokal & Sneath (1963), S = - i = a+d)+b+
n+m a ¢

, 0 qual admite a utilizacdo de

dados expressos numericamente por valores de mobilidade relativa convertidos

52,109,113

binariamente . Deste modo, a matriz de similaridade (S;) foi elaborada e tratada pelo
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método SHAN algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic

37,88,108,109

Average), a fim de gerar o dendrograma . Para determinar a concordancia entre os

valores de similaridade, implicitos no dendrograma, e os valores da matriz de similaridade

(S;) foi empregado o coeficiente de correlagdo cofenética baseado no produto-momento de

P — —
vy =YDy = ¥ .
; V=30 YO SASSUONLIZ g gl poo

i

Pearson S

ki \/st? p -, p -
Dy D o)
J=1 J=1

realizadas com o auxilio do programa NTSYS-pc 1.70°%. A linhagem-padrao de C. albicans
CBS-562 foi incluida neste estudo para determinar a correlacdo cofenética entre os isolados

. P 23,28,29,118
bucais e assegurar a reprodutibilidade 32829118

Comparaciao entre os métodos de interpretacdo genético e numérico. O
poder discriminatério das andlises realizadas em funcdo dos métodos de interpretacdo

genético (IG) e numérico (IN) foi determinado pela aplicacdo do indice de diversidade de

S
Simpson, D:l—mzm(rz ;—D, o qual tem sido empregado satisfatoriamente
=

durante andlises comparativas entre sistemas de tipagem para C. albicans"****%_ Para
determinar a concordancia entre os valores da matriz de distancia genética (d;) e os valores
da matriz de similaridade (S; — este pode ser convertido em d; conforme a expressao
D=1-8S;) também foi empregado o coeficiente de correlacio cofenética baseado no
produto-momento de Pearson® #-210LI2 “\fodidas de similaridade entre os diferentes
fenons (d;; = x76 ou S;; = x76), grupos de isolados altamente relacionados (x76 > dj; 2 0 ou x76
< §j < 1) e grupos de isolados indistinguiveis (d; = 0 ou S;; = 1), gerados pelos dois
métodos de interpretacdo e expressos em dendrogramas, foram obtidas pelo coeficiente de

— a - . o . .
associacdo de Jaccard, S, =———, o qual ndo admite concordancias do tipo negativo

a+b+c
(ausente) e, neste contexto, seguramente evita uma superestimacdo incorreta da
similaridade entre dois ou mais OTUs (Operational Taxonomic Unit), ou grupos de

OTUs #6219 ‘Tais medidas também foram visualizadas nos dendrogramas UPGMA.
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RESULTADOS

Interpretacao genética dos padroes de MLEE. Na populagio constituida por
75 isolados bucais de C. albicans, 14 (93.3%) de 15 loci enziméticos foram polimoérficos
para um, dois ou trés alelos (1 alelo: Idh-2 freauéneia doalelobou e <1% (O.75%). 5 a1e]0s: Cat, Gdh
freqiéncia do alelo ¢ ou d <1% 0.67%) \fdh 9 Mdh-3 Trediéncia do alelo a <1% (0.86%) po o gp-p freaiéncia do
alelo ¢ ou d <1% (0.67%). 3 alelos: Adh, Asd, G6pdh, Idh-1, Lap, M1p, Mdh-1). Apenas 1 (6,7%)
locus enzimético foi monomorfico para um alelo (Sdh-1). As combinagdes dos alelos
existentes em 15 loci enziméticos mostraram 43 ETs (57,3% dos isolados) nesta populagcao
(Figura 1). Esses resultados indicaram que 31 criancas sauddveis abrigaram na cavidade

bucal ETs distintos da levedura C. albicans. Todavia, 12 ETs foram compartilhados entre

44 criancas (Tabela 2).

Figura 1. Zimograma representativo da expressdo enzimatica de isolados bucais de C. albicans provenientes
de 75 criangas sauddveis.
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Tabela 2. Perfis alélicos em 43 ETs isoenzimaticos de isolados bucais de C. albicans provenientes de 75
criangas sauddveis brasileiras. Interpretacdo genética.

ET No. de Alelos de 15 loci enzimiticos”
Isolados  Adh  Asd Cat G6pdh Gdh Idh-1 Idh-2 Lap Mlp Mdh-1 Mdh-2 Mdh-3 Po Sdh-1 Sdh-2

CBS-562 bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 2 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
2 1 ab ab aa bb ab ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
3 1 ab ab aa cc ab ac aa aa aa aa ab cc aa aa aa
4 2 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
5 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
6 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
7 1 ab bb aa bb bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
8 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
9 2 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
10 4 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
11 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
12 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa ab
13 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
14 1 ab bb aa cc bb aa aa ab bb ab ab - aa aa bb
15 1 ab bb aa cc bb aa - aa bb ab bb - ab aa bb
16 1 bb ab aa aa bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
17 1 bb ab aa aa bb - aa aa bb aa ab cc ab aa bb
18 1 bb ab aa bb bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
19 1 bb ab aa bb bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
20 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa bb
21 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc ab aa bb
22 1 bb ab aa cc ab ac aa ab bb aa ab cc ab aa bb
23 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
25 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
26 1 bb ab aa cc bb aa aa aa be aa ab bb aa aa bb
27 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
28 3 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
29 1 bb ab aa cc cd bb be aa cc cc - ab ab aa bb
30 1 bb bb aa bb bb aa aa aa be aa ab bb ab aa bb
31 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 10 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 3 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
34 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
35 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
36 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc ab aa bb
37 2 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb
38 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa aa
39 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa bb
40 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa bb - ab aa bb
41 1 bb cc bb bb ab ac aa aa ab aa ab cc ab - cd
42 1 bc bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
43 1 cc bb aa cc bb aa aa cc bb aa ab cc bb aa bb

243 > 75

* Heterozigotos sdo apresentados como ab, ac, bc e cd. (-) alelo nulo.

Interpretacao numérica dos padrdoes de MLEE. Os valores das mobilidades
relativas (Rf), extraidos a partir dos perfis eletroforéticos das bandas de atividades
isoenzimaticas de cada isolado de C. albicans, foram convertidos em valores binarios (1 e
0) e comparados. Polimorfismos foram encontrados em todas as enzimas analisadas e 43
tipos de bandas enzimadticas foram expressas pelos isolados (Figura 1). As combinagdes

eletromorficas de 11 ensaios enzimaticos mostraram 47 ETs (62,7% dos isolados) nesta
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populagdo. Esses resultados indicaram que 36 criangas sauddveis abrigaram oralmente ETs

distintos da levedura C. albicans. Todavia, 11 ETs foram compartilhados entre 39 criancas

(Tabela 3).

Tabela 3. Perfis eletromdrficos em 47 ETs isoenziméticos de isolados bucais de C. albicans provenientes de

z

40 numérica.
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A

Analises de agrupamento e dist

os isolados de C. albicans foi determinada pelos valores expressos na matriz de distancia

genética d;; (Nei, 1972). Essa matriz foi tratada pelo algoritmo UPGMA e seu dendrograma
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forneceu a distingdo de 10 grupos (10 de 23 1,2-fenons) de isolados altamente relacionados

e indistinguiveis (0,012 > d;; > 0) (Figura 2);

Grupo 1: 2 (2,7%) isolados (A30 e Al) com d;; = 0.

Grupo 2: 18 (23,7%) isolados (A52, AS55, D21, D32, D5, D19, E10, A21, Al5, D25, D23,
D36, E8, A10, D14, E32, D6 € A7) com 0,012 > d;; 2 0.

Grupo 3: 19 (25%) isolados (A20, B56, B23, B13, B11, B5, C36, C40, C44, E57, C17, C48,
TScgs-se2, B46, B54, B16, B4, B31 e C5) com 0,012 > d;; 2 0.

Grupo 4: 3 (3,9%) isolados (B18, C9 e C16) com d;; = 0.
Grupo 5: 2 (2,7%) isolados (E30 e E17) com 0,012 > d;; > 0.
Grupo 6: 3 (3,9%) isolados (A17, A24 e A9) com 0,012 > d;;
Grupo 7: 3 (3,9%) isolados (D20, E48 e D13) com d;; = 0.
Grupo 8: 6 (7,9%) isolados (A50, B33, C32, B21, E52 e E25) com 0,012 > d;;
Grupo 9: 3 (3,9%) isolados (B15, C47 e B24) com d;; = 0.

Grupo 10: 4 (5,3%) isolados (B38, C4, C23 e C20) com 0,012 > d; > 0.

0.

ij =

=0.

ij =

Um total de 13 (17,1%) isolados apresentou valores de distancia genética igual
a 0,148 > d; 2 0,012 (A48, A40, D28, B32, E43, A61, E7, A33, A23, E39, C12, C33 ¢

A64) — isolados moderadamente relacionados e nio relacionados.

Anadlises de similaridade fenética e agrupamento. A variabilidade fenética
entre os isolados de C. albicans foi determinada pelos valores expressos na matriz de
similaridade fenética S; (Sokal & Sneath, 1963). Essa matriz foi tratada pelo algoritmo
UPGMA e seu dendrograma forneceu a distingdo de 11 grupos (11 de 25 97.4-fenons) de

isolados altamente relacionados e indistinguiveis (0,974 < §;; < 1) (Figura 3);

Grupo 1: 18 (23,7%) isolados (TScgs.s62, BS, B11, B13 B23, C48, C17, E57, C44, C40, C36,
B4, B54, B46, B16, B21, E52 ¢ C47) com 0,974 < §;; <

Grupo 2: 3 (4%) isolados (C16, C23 e C20) com 0, 974 < S,-j <1.

Grupo 3: 9 (11,8%) isolados (A50, B33, C32, A20, B56, B38, C4, B18 ¢ C9) com 0,974 < §;; < 1.
Grupo 4: 14 (18,4%) isolados (A10, A55, D19, D5, E10, D32, D21, A15, A21, D23, E8, D25,
E25 e D14) com 0,974 < §; <

Grupo 5: 3 (4%) isolados (D36 D6 e E32) com 0,974 < §;; <
Grupo 6: 4 (5,3%) isolados (A7, B31, C5 e B15) com 0,974 < S
Grupo 7: 2 (2,6%) isolados (E17 e E30) com 0,974 < §; < 1.
Grupo 8: 2 (2,6%) isolados (A64 e D28) com 0,974 < §;; < 1
Grupo 9: 3 (4%) isolados (A1, A30 e B32) com 0,974 < §; <
Grupo 10: 2 (2,6%) isolados (A9 e A24) com 0,974 < §; < 1
Grupo 11: 2 (2,6%) isolados (D20 e E48) com 0,974 < §;; < 1.

U_

Um total de 14 (18,4%) isolados apresentou valores de similaridade fenética
igual 2 0,716 < §;; < 0,974 (A17, E43, A40, A48, C12, E39, B24, C33, A61, A52, E7, D13,

A33 e A23) — isolados moderadamente relacionados e ndo relacionados.
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0,93031) gerado a partir da matriz de similaridade S;; (Sokal & Sneath, 1963). i, ii, e iii
76 = 0.974

correspondem aos grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis, grupos de isolados altamente relacionados e

Figura 3. Similaridade fenética entre isolados bucais de C. albicans provenientes de 75 criangas sauddveis brasileiras.
indistinguiveis, e fenons, respectivamente.
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Comparacao entre os métodos de interpretacdo genético e numérico. A
interpretacdo genética dos resultados de migracdo eletroforética isoenzimdtica permitiu
distinguir 15 loci génicos estruturais a partir de 11 sistemas isoenzimadticos, cujo
polimorfismo foi determinado em funcdo das freqiiéncias alélicas. O indice discriminatdrio
obtido a partir destes dados indicou 95,2% de probabilidade de dois alelos polimérficos,
testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser representantes de diferentes tipos (loci
isoenzimaticos). Por outro lado, a interpretacdo numérica dos resultados permitiu detectar a
variabilidade isoenzimadtica a partir da presenca ou auséncia de suas respectivas bandas
eletroforéticas. Deste modo, o indice discriminatério indicou 90,7% de probabilidade de
duas bandas polimorficas, testadas ao acaso a partir da populacdo teste, ser representantes

de diferentes tipos (isoenzimas) (Tabela 4).

Tabela 4. Perfis do polimorfismo e monomorfismo dos alelos e bandas isoenzimadticos, provenientes de C.
albicans isolados da cavidade bucal de 75 criangas saudaveis, obtidos pelas métodos de interpretacdo genético
e numérico, e seus respectivos poder discriminatério.

Loci Alelos . Bandas
isoenzimaticos P M F<1% Isoenzimas P M
Adh 3 - - Adh 3 -
Asd 3 - - Asd 3 -
Cat 2 - - Cat 2 -
Gopdh 3 - - Gépdh 3 -
Gdh 2 - 2 Gdh 4 -
Idh-1 3 - - Idh 6 -
Idh-2 1 - 2 Lap 3 -
Lap 3 - - Milp 3 -
Mlp 3 - - Mdh 9 -
Mdh-1 3 - - Po 2 -
Mdh-2 2 - - Sdh 5 -
Mdh-3 2 - 1
Po 2 - -
Sdh-1 2 - 2
Sdh-2 - 1 -
15 >34 11 43
1 S 1 S
D=1- YD ;n/ -1 0,951872 D_I_N(N—l) ,Z::‘nj(n’ -1 0,906977

D. Este indice discriminatdrio indica 95,2% de probabilidade D. Este indice discriminatério indica 90,7% de
de dois alelos polimérficos, testados ao acaso a partir da  probabilidade de duas bandas eletroforéticas polimérficas,
populagdo teste, ser representantes de diferentes tipos (loci testadas ao acaso a partir da populagdo teste, ser
isoenzimaticos). representantes de diferentes tipos (isoenzimas).

P, M e F correspondem ao nimero de alelos e bandas isoenzimdticos polimérficos (freqiiéncia < 99%), monomorficos
(freqiéncia > 99%), e freqii€ncia, respectivamente.

A ocorréncia de varios subtipos isoenzimaticos de C. albicans, na populacao de

criancas sauddveis, foi quantitativamente maior (~5%) para o método interpretativo
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62,6% 57,3%

numérico (i.e., 47 ETs produzidos pela IN, contra 43 ETs produzidos pela IG). No
entanto, o poder discriminatério de ambos os métodos de interpretacdo apresentou valores
muito préximos e acima de 0,95, ou seja, acima de 95% de probabilidade de dois isolados
de C. albicans, testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser representantes de

diferentes tipos (ETs) (Figura 4).

Figura 4. Poder discriminatério e perfil quantitativo dos ETs de C. albicans, gerados pelos métodos de
interpretacéio genético e numérico a partir dos ensaios de MLEE.

Numero de ET
01 234567890
ET IG IN
ET1 2 2 = G
ET 2 1 1 = O Interpretacdo genética (I
o = rpretagao g aG)
ET 4 2 1 _—
ETS 1 1 = D= Zn (n,—1) = 0,966
ET 6 1 1 = N (N 1)~
ET7 1 1 = Este indice dlscrlmmatério indica 96,6% de
ET 8 1 1 = probabilidade de dois isolados orais de C.
ET9 2 ! — albicans, testados ao acaso a partir da
E¥ }(1) zlt } :?I populacdo teste, ser representantes de
ET 12 1 1 = diferentes tipos (ETs).
ET 13 1 3 e
ET 14 1 2 ===
ET 15 1 1 =
ET 16 1 1 =]
S = o Interpretagﬁo numérica (IN)
ET 19 1 1 =]
ET 20 1 1 — D= Zn (n; =1)=0970
ET 21 1 1 = N (N 1)
E¥ %g é } :Eﬁ, Este indice dlscrlrmnat()rio indica 97% de
ET 24 6 1 — probabilidade de dois isolados orais de C.
ET 25 1 1 = albicans, testados ao acaso a partir da
ET 26 1 2 = populacdo teste, ser representantes de
ET 27 1 1 = diferentes tipos (ETSs).
ET 28 3 1 =
ET 29 1 1 ==
ET 30 1 1 ==
ET 31 2 5 ——
ET 32 10 6 | :
ET 33 3 1 e
ET 34 2 1 —_—
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ET 40 1 1 ==
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ET 42 1 1 =]
ET 43 1 1 =]
ET 44 - 2 [—
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ET 46 - 1 =
ET 47 - 1 =
X75 X775

61



Durante a andlise de agrupamento, maior nimero de fenons, grupos de isolados
de

indistinguiveis, foram observados no dendrograma UPGMA de similaridade (matriz S;), o

altamente relacionados e indistinguiveis, e grupos isolados exclusivamente

qual foi gerado a partir dos dados da IN, mostrando poder discriminatério levemente

superior (<5%) ao dendrograma UPGMA de distancia genética (matriz d;) (Tabela 5).

Tabela 5. Poder discriminatério e perfil quantitativo dos fenons, grupos de isolados altamente relacionados e
indistinguiveis, e grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis de C. albicans, obtidos pelos
dendrogramas UPGMA (Figura 2 e 3).

Interpretacio genética Interpretacio numérica

Fenon (grupo d;) 76 isolados em 63 isolados em 10 grupos 76 isolados em 62 isolados em 11 grupos
[grupo S;] 23 1,2-fenons 10 grupos d.=0 25 97,4-fenons 11 grupos S;=1
)676>di'20 ! X76<S,'jS1

1 [1] 1 - - 18 18 10+3+2
2 ) [2] 2 2 2 3 3 -

3 [3] 1 - - 9 9 34242
4 2 M 18 18 16 14 14 6+5

5 [5] 1 - - 3 3 2

6 (3 [6] 19 19 13+6 4 4 2

7 @ (7 3 3 3 2 2 -

8 (5 2 2 - 1 - -

9 [8] 1 - 2 2 -

10 [91 1 - - 3 3 2

11 1 . . 1 . .

12 (6) 3 3 2 1 - -

13 (7) 3 3 3 1 -

14 1 - - 1 - -

15 1 - - 1 - -

16 1 - - 1 - -

17 (8) 6 6 5 1 - -

18 (9) 3 3 3 1 -

19 1 - - 1 - -

20 (10) 4 4 3 1 - -

21 [10] 1 - - 2 2 -

22 [11] 1 - - 2 2 .

23 1 1 - -

24 - - - 1 - -

25 - - - 1 - -

276 263 256 276 262 239
poi- N(Nl l)iw,/ _y D1=0,874035 D,=0816180 D;=0,846104 D,=0,895088 Ds=0,841883 Ds=0,889339

Indice de diversidade de

.

Simpson

D,. 87,4% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser
representantes de diferentes tipos (1,2-fenons).

D,. 81,6% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser

representantes de diferentes tipos (grupos x76 > djj =
0).

Ds. 84,6% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser
representantes de diferentes tipos (grupos dj; = 0).

D4. 89,5% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populac@o teste, ser
representantes de diferentes tipos (97,4-fenons).

Ds. 84,1% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populac@o teste, ser
representantes de diferentes tipos (grupos x76 < Sj <

0.

D¢. 88,9% de probabilidade de dois isolados,
testados ao acaso a partir da populagdo teste, ser
representantes de diferentes tipos (grupos S;; = 1).
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A concordancia entre os valores da matriz de distincia genética (d; — Nei, 1972)
e os valores da matriz de similaridade (S; — Sokal & Sneath, 1963 — pode ser convertida em
d; conforme a expressdao D =1 - S;), determinada pelo coeficiente de correlacdo cofenética
baseado no produto-momento de Pearson, mostrou um valor igual a 0,05548 (~5,6%). Este
indice indica uma baixa concordancia quantitativa e qualitativa entre os elementos das duas
matrizes, € do mesmo modo quando ocorre a conversdo dos valores S; em dj;. A falta de
concordancia no agrupamento dos isolados também foi evidenciada quando colocados a
prova os graus de similaridade (S;) entre os grupos de isolados altamente relacionados e
indistinguiveis (x76 > d;; = 0 versus x76 < S;;< 1), gerados nos dendrogramas UPGMA dj; e Sj;
(Figuras 2 e 3). Através da aplicacdo do coeficiente de associacdo de Jaccard, tal
similaridade foi de 0°% < § ;< 0,68468’4% ede S; = 1100%, para 90,5% e 9,5% (2,6% dos
isolados) dos grupos de isolados altamente relacionados e indistinguiveis, respectivamente
(Figura 5). Adicionalmente, foram encontrados 56 (73,7%) isolados de C. albicans
indistinguiveis geneticamente, distribuidos em 10 grupos d;; = 0, e 39 (51,3%) isolados de
C. albicans indistinguiveis fenotipicamente, distribuidos em 11 grupos S;; = 1 (Figura 6).
Ainda neste contexto, a similaridade S; entre os diferentes grupos de isolados
indistinguiveis (d; = 0 versus S;;= 1), gerados nos dendrogramas UPGMA dj; e S;; (Figuras
2 e 3), foi de 0°% < S, <0,769"%°% ¢ de S, = 1'%, para 90,5% e 9,5% (2,6% dos isolados)

dos grupos de isolados indistinguiveis, respectivamente (Figura 7).

Figura 6. Percentual de isolados bucais de C. albicans (i) indistinguiveis (d; = 0 versus S;; = 1), (ii) altamente
relacionados (0,012 > d; > 0 versus 0,974 < §; < 1), e (iii) moderadamente relacionados e ndo relacionados
(0,148 = d; = 0,012 versus 0,716 < §; < 0,974), dispostos em grupos e/ou fenons de dendrogramas UPGMA

(Figuras 2 e 3).

100 -

90 1 O Interpretagdo Genética
] 73.7 ~ -
oy ® Interpretagio Numérica
60 - 51.3
% 50 |
40 A 30.3
30 A
17.1 184
20 4 9.2
0 ‘ ‘
Isolados Isolados Isolados
indistinguiveis altamente  moderadamente relacionados
@) relacionados e nao relacionados

(@) (i)
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Figura 5. Similaridade (S;) entre os grupos de isolados bucais de C. albicans altamente relacionados e
indistinguiveis (x7¢> d;; = 0 versus x76< S; < 1), gerados nos dendrogramas UPGMA d;; e S;; (Figuras 2 e 3).
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Figura 7. Similaridade (S,) entre os grupos exclusivamente indistinguiveis (d; = 0 versus S; = 1) de isolados
bucais de C. albicans, gerados nos dendrogramas UPGMA d;; e S;; (Figuras 2 e 3).
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DISCUSSAO

Procedimentos laboratoriais especificos e adequados sdo necessdrios para
avaliar o relacionamento genético de microrganismos de interesse médico. Tais
procedimentos tém sido essenciais para compreender a dinamica dos organismos
infecciosos em populacdes de humanos, decifrar o relacionamento complexo entre infec¢ao
e comensalismo, identificar a origem de uma infeccdo ou monitorar a emergéncia de
linhagens resistentes a drogasll4. Por definicdo, uma linhagem refere-se a uma colecio de
isolados de uma mesma espécie que sdo altamente relacionados ou geneticamente
indistinguiveis. Por outro lado, um isolado tem sido considerado como um clone coletado
independentemente de outros isolados. Dois ou mais isolados coletados independentemente
podem ser completamente nao relacionados ou geneticamente indistingufveisll4. Viérios

métodos t€m sido empregados para avaliar o relacionamento genético de C. albicans, 0s
5,8,9,11,34-36,60,63,74,120,121

quais incluem a cariotipagem eletroforética , andlises de
RFLP10’65’74’119’123, analises de RAPD(g’l1’18’41’54’60’91’100, Southern blot hibridacdo com uma
30,50,61,66,72,99,115

variedade de sondas de DNA moderadamente repetitiva
MEE!516:25:51,53,85.86,90

e
. Em adic@o aos perfis eletroforéticos das atividades enzimaticas,
MLEE tem apresentado grande potencialidade nos estudos de caracterizagdo
epidemioldgica, taxondmica, sistemdtica, genética e evolutiva de leveduras de importancia
médica, especialmente para C. albicans>¥71313:1619-21,25.33,53-56,59.69.85-87.93-97 ' Ny maioria
dessas pesquisas, os padroes gerados pelos métodos fingerprinting nao foram

. . .. , . 87
caracterizados quanto ao poder discriminatorio” .

A tipabilidade, reprodutibilidade e poder discriminatério tém sido
desenvolvidos e sugeridos para verificar a eficiéncia de varios métodos. A tipabilidade e
reprodutibilidade representam sistemas quantitativos e freqiientemente sdo expressos como
medidas percentuais. Neste caso, a tipabilidade de um método corresponde ao percentual de
distintas linhagens obtidas e a reprodutibilidade corresponde ao percentual de linhagens que
apresentaram os mesmos resultados em ensaios repetitivos45. Na presente pesquisa, a
reprodutibilidade dos resultados obtidos por MLEE foi determinada, aplicando

sistematicamente os extratos celulares da linhagem padrdo de C. albicans CBS-562 nas
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extremidades de cada gel. Em todos os ensaios (trés repeticdes para cada gel) foram obtidos
os mesmos ETs. Por sua vez, o poder discriminatério de um método corresponde a sua
habilidade de diferenciacdo entre linhagens nao relacionadas®. O emprego do indice de
diversidade de Simpson, baseado na teoria da probabilidade (i.e., dois isolados ndo
relacionados epidemiologicamente, testados ao acaso a partir da populacdo teste, ser
representantes de diferentes tipos), tem sido sugerido para comparar o poder

discriminatério dos métodos de tipagem fenotipicos e genotipicos de C. albicans®%*%,

Os indices discriminatorios obtidos pelos dois métodos de interpretacdo,
baseados na ocorréncia de varios subtipos de C. albicans (i.e., 47 ETs produzidos pela IN, e
43 ETs produzidos pela IG) na populacdo de criangas sauddveis, apresentaram valores
muito préximos e acima de 0,95, ou seja, acima de 95% de probabilidade de dois isolados
de C. albicans, testados ao acaso a partir da populagdo teste, ser representantes de
diferentes tipos (ETs) (Figura 4). Deste modo, os valores discriminatérios mostraram
concordancia com aquele (0,96) obtido por Boerlin et al. (1996), e ainda, foram superiores
aquele descrito previamente para MLEE'**  Contudo, as diferencas nestes valores
discriminatérios podem ocorrer em funcdo do emprego de diferentes (i) sistemas
isoenzimaticos, (ii) nimeros de isolados e (iii) populacdes de isolados. Todavia, com
probabilidade acima de 95% de diferenciacdo de isolados, MLEE pode ser considerada
claramente uma ferramenta muito valiosa para tipagem de C. albicans em estudos

epidemioldgicos.

Outros indices discriminatérios obtidos pelos dois métodos de interpretagao,
baseados na ocorréncia de vérios (ia) alelos polimérficos, (ib) bandas polimorficas (Tabela
4), (i) fenons, (iii) grupos de isolados altamente relacionados e indistinguiveis e (iv) grupos
de isolados exclusivamente indistinguiveis (Tabela 5), apresentaram valores de 0,842 até
0,952, cujas diferengas entre os métodos de IG (ia. 0,952; ii. D = 0,874; iii. D = 0,816; iv. D
=0,846) e de IN (ib. D = 0,907; ii. D = 0,895; iii. D = 0,842; iv. D = 0,889) permaneceram
abaixo de 5% em todas as ocasides mencionadas acima, ou seja, 84,2% até 95,2% de
probabilidade de dois caracteres (alelos e bandas isoenziméticos) ou isolados de C.

albicans, testados ao acaso a partir da populacgao teste, ser representantes de diferentes tipos
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(ia. loci isoenzimdticos, ib. isoenzimas, ii. fenons, iii. grupos de isolados altamente
relacionados e indistinguiveis, e iv. grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis).
Estes diferentes indices discriminatérios podem ser explicados pelas variagdes do nimero
de loci génicos estruturais, fenons, grupos de isolados altamente relacionados e
indistinguiveis, e grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis, gerados por cada
método de interpretacdo. Tais resultados também refletiram maior discriminagdo de
subtipos e seus relacionamentos, sob a forma de grupos, por parte da IN dos padrdes de
MLEE (Tabela 3 e Figura 3). Conseqiientemente, sugere-se que isto pode gerar imprecisao
sobre muitas informagdes acerca da condi¢ao nuclear e, concomitantemente, superestimar
tais resultados. Nao obstante, alguns micologistas t€ém restringido as interpretagdes dos
resultados eletroforéticos isoenzimdticos a mera contagem de bandas (interpretacio

numéric a)93,94,96,104,105 )

No entanto, os padrdes isoenzimdticos eletroforéticos sao
freqiientemente previsiveis, uma vez que dependem das condi¢des genéticas e nucleares de
cada organismo. Por outro lado, a interpretacdo genética dos resultados refletiram menor
discriminacdo de subtipos e seus relacionamentos, sob a forma de grupos (Tabela 2 e
Figura 2). Por conseguinte, isto pode gerar maior precisdo sobre as informacdes acerca da

_— . . 9,73,106
condi¢do nuclear, conforme sugerido por outros pesqulsadores3 73,

, as quais podem ser
aplicdveis valiosamente sobre os estudos de genética de populagdes, epidemiologia,
evolucdo, taxonomia e sistemdtica de C. albicans. Adicionalmente, tais resultados podem
ser adequadamente estocados e acessados durante andlises retrospectivas e comparativas.

Empregando o coeficiente de correlacdo cofenética baseado no produto-

7,48,52,109,111,112 A )
37,48,52,109,111, , a concordancia entre os elementos da matriz de

__)52,109,113
y

momento de Pearson (7;s)
distancia genética (dij)78 e da matriz de similaridade (S apresentou um valor foi
igual a 0,05548 (~5,6%). Este resultado sugere uma baixa concordancia quantitativa e
qualitativa entre os elementos das duas matrizes, € do mesmo modo quando ocorre a
conversao dos valores S;; em dj;. Esta falta de concordincia também foi confirmada pelos
resultados de similaridade (S;) entre os grupos de isolados altamente relacionados e
indistinguiveis (x76> d;; 2 0 versus x76 < S;;< 1), gerados nos dendrogramas UPGMA dj; e S
(Figuras 2 e 3). Apenas 9,5% (2,6% dos isolados) desses grupos mostraram §; = 1'°°%

(Figura 5). Igualmente, S; = 1'99% £oi encontrada em apenas 9,5% (2,6% dos isolados) dos
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grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis (d;; = 0 versus S;;= 1) (Figura 7), gerados
nos dendrogramas UPGMA d;; e S;; (Figuras 2 e 3). Estes resultados corroboram com a
hipétese mencionada anteriormente. Em adi¢do, sugere-se que uma divergéncia de
fundamentos pode ser produzida a partir das duas andlises de agrupamento (d; e Sj),
inicialmente dependentes da IG e IN dos padroes de MLEE. Conseqiientemente, tais
fundamentos podem gerar conclusdes epidemioldgicas equivocadas, e isto tem grande
relevancia sobre os diferentes estudos, principalmente durante as descricoes de laudos
microbiol6gicos médicos. Citando um exemplo pratico, tem-se o grupo 1 de isolados
indistinguiveis (d; — Figura 2), apresentando relacionamento genético moderado com os
grupos 2 (16 isolados), 3 (13 isolados), 4 (6 isolados), 5 (3 isolados), 6 (2 isolados) e 7 (3
isolados), totalizando 6 grupos e 43 isolados. Por outro lado, tem-se o grupo 11 de isolados
indistinguiveis (S; — Figura 3), correspondente ao grupo 1 (d; — Figura 2), apresentando
relacionamento genético moderado com os grupos 1 (10 isolados), 2 (3 isolados), 3 (2
isolados), 4 (3 isolados), 5 (2 isolados), 6 (2 isolados), 7 (6 isolados), 8 (5 isolados), 9 (2
isolados) e 10 (2 isolados), totalizando 10 grupos e 37 isolados. Adicionalmente, foram
encontrados 56 (73,7%) isolados de C. albicans indistinguiveis geneticamente, distribuidos
em 10 grupos d;; = 0, e 39 (51,3%) isolados de C. albicans indistinguiveis fenotipicamente,
distribuidos em 11 grupos S;; = 1 (Figura 6). Estes resultados ocorreram principalmente em

~ . oA i T8 L~ 52,109,11
funcdo do emprego dos coeficientes de distancia genética’™ e associacao™ 3

A37 ,88,108,109

, e do
método de agrupamento SHAN algoritmo UPGM , 0s quais apresentam

propriedades matemaéticas peculiares.

Vérias andlises comparativas entre MLEE e outros métodos fingerprinting
(DNA e proteinas totais) foram realizadas. A capacidade discriminatéria de MLEE e SDS-
PAGE foi comparada durante ensaios inter-especificos de Candida, provenientes da saliva
de individuos sauddveis”®. A existéncia de grupos espécie-especificos e ndo especificos,
gerados por SDS-PAGE e MLEE, respectivamente, confirmaram a eficiéncia de MLEE
durante andlises epidemioldgicas intra-especifica de Candida spp. A eficiéncia de MLEE
também foi confirmada com outros resultados fornecidos pelos métodos REA, com as
enzimas EcoRI e Hinfl, e Southern blot hibridacdo, com sonda de DNA Ca3, durante

estudos epidemiolégicos de isolados clinicos de C. albicans provenientes de pacientes HIV-
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positivos. Contudo, nenhuma correlacdo foi observada entre subtipos de C. albicans e
estado clinico do paciente ou sensibilidade aos antifﬁngicosm. A comparacdo entre o0s
métodos de RAPD, MLEE e Southern blot hibridacao, com sondas de DNA Ca3 e CARE2,
também foi realizada. Em vdrios estudos epidemioldgicos, esses métodos tém sido
considerados efetivos na determinagdo do relacionamento genético de isolados de C.
albicans. Além disso, uma forte concordancia foi observada no agrupamento de isolados
altamente relacionados de C. albicans, pelos métodos de RAPD, MLEE e Southern blot

hibridagdo com sonda Ca3"¥.

A comparagdo entre somente métodos de DNA fingerprinting também foi
realizada. Varios trabalhos mostraram alto poder discriminatério dos métodos de Southern
blot hibridagdo, usando sondas de DNA moderadamente repetitiva82’99’116, e de
cariotipagem eletroforética, usando PEGES+6>7LI0II Empregando quinze isolados de C.
albicans provenientes de pacientes com candidiase disseminada, Bostock er al. (1993)
compararam o poder discriminatério entre os métodos de RFLP, com HindIll-EcoR],
RAPD e PFGE. Nesta pesquisa, os métodos de RAPD (11 subtipos) e PFGE (14 subtipos)
revelaram 1indices discriminatérios muito préximos entre si, e superiores ao indice
discriminatério de RFLP, com HindllI-EcoRI (7 subtipos). Contudo, seus resultados
mostraram divergéncias na clonalidade (isolados indistinguiveis) de C. albicans,
colonizando um mesmo paciente. A caracterizacdo do relacionamento genético de subtipos
clinicos de C. albicans, geograficamente ndo relacionados (i.e., isolados do Sudeste da
Asia, Europa e Estados Unidos), por métodos de DNA fingerprinting, revelou elevado
poder discriminatério para os métodos de REA com EcoRI (D = 0,954) e RAPD (D =
0,978), os quais foram superiores ao método de PFGE (D = 0,715). Em adicao, grupos de
isolados do Sudeste da Asia, separados dos grupos de isolados da Europa e dos Estados
Unidos, apresentaram alta diversidade genética por ensaios de REA com EcoRI e RAPD.
Entretanto, a maioria dos resultados mostrou inexisténcia de homologia entre os subtipos
ou grupos altamente relacionados de C. albicans, gerados por REA (71 subtipos), RAPD
(58 subtipos) e PFGE (18 subtipos)26. Os métodos de REAG-BssHII e de cariotipagem

eletroforética tem demonstrado paridades entre si, e incompatibilidades com REAG-Sfil,
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conforme observacoes nas andlises de agrupamento genético de isolados hospitalares de C.

. 121
albicans .

Recentemente, foi postulado que as mudancas do ambiente intraoral (i.e.,
xerostomia) induzidas por irradia¢do, ocorrendo em pacientes com carcinoma nasofaringe,
resulta em colonizagdo elevada por Candida spp. Contudo, evidéncias sobre a propagacdo e
selecdo clonal dessas leveduras, de modo especial para C. albicans, nao foram
completamente elucidadas. Esta parcialidade foi demonstrada pela inexisténcia de
concordancia entre resultados de métodos fenotipicos e genotipicos, como biotipagem (API
20C AUX), resistotipagem, PFGE, RFLP com Hinfl e RAPD®. Por outro lado,
comparagoes entre os métodos de PEFGE, RFLP com Sfil, Southern blot hibrida¢do de Ca3
em produtos gerados por RFLP com EcoRI e Sfil, mostraram concordancias no
relacionamento genético de subtipos de C. albicans, colonizando um mesmo paciente HIV-
positivo, e discordancias na clonalidade dessa levedura. Contraditoriamente aos métodos
mencionados acima, padrdoes mais complexos foram gerados por RAPD, resultando em
elevado poder discriminatério, durante anélises de agrupamento de isolados de C. albicans
provenientes de varios pacientes HIV—soropositivos62. As diferencas entre os métodos de
DNA fingerprinting, empregados em vdrios trabalhos de pesquisas, podem ser atribuidas as
suas caracteristicas intrinsecas (i.e., diferentes grupos de primers, enzimas de restri¢cdo,
sondas de DNA, condi¢des gerais do método,...). Entretanto, métodos resultantes em
padrdes complexos de bandas poderiam (i) proporcionar presumivelmente niveis elevados
de discriminacdo e (ii) permitir a detec¢do de subespécies ou espécies variantes a partir de

11287

uma espécie origina . Por outro lado, padrdes menos complexos de bandas poderiam ser

. . . .. . . 62
mais uteis para determinar a isogenicidade entre os isolados de um mesmo paciente™.

Apesar da dificuldade em provar a existéncia de isolados homdlogos, uma das
principais doutrinas da epidemiologia molecular considera o emprego de um ou mais
métodos de tipagem para demonstrar convincentemente as diferencas entre dois patogenos
clinicos. Para este fim, diferentes métodos moleculares epidemioldgicos de poder
discriminatério alto (maximizar a detec¢do de isolados variantes) e baixo (permitir a

determinacdo de isolados isogé€nicos) poderiam ser usados em combinagao, para aumentar o
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e L 16,62,121
poder discriminatdrio

. Hunter & Fraser (1989) tém demonstrado elevado poder
discriminatorio, durante a tipagem de isolados clinicos de C. albicans, através da
combinacdo de resistotipagem e morfotipagem, sugerindo que dois ou mais métodos
empregados em paralelo, ou em forma hierdrquica, podem ser necessarios para os estudos
epidemioldgicos dessa levedura. Empregando a combinacdo de métodos de DNA
fingerprinting, como RFLP e Southern blot hibridagdao com sonda de DNA 27A, Mercuri et
al. (1993) demonstraram elevado poder discriminatério durante estudos epidemiolégicos de
candidiase vulvovaginal recorrente. Andlises combinatérias, empregando todos os
resultados obtidos por cariotipagem eletroforética, REAG-BssHII e REAG-Sfil, também
tétm demonstrado alto poder discriminatério (elevado nimero de subtipos originados),

durante a avaliacao do relacionamento genético de isolados hospitalares de C. albicans.

A interpretacdo genética dos padrdes de MLEE tem sido aplicada em uma
variedade de propdsitos no campo da microbiologia médica. Em termos de alelos
especificos, as proporcdes alélicas t€ém inferido o grau de recombinacdo genética em
populacdes naturais. Essas proporcdes também tém sido empregadas na avaliagdo dos graus
de isolamento genético entre populacdes naturais, causado por regides geograficas e
ecoldgicas ou barreiras bioldgicas. Seu emprego tem apresentado relevancias taxondmicas
e sistemadticas, uma vez que, para microrganismos clonais, os graus de relacionamento inter
e intrapopulacional t€m sido analisados. Clones espécie-especifico identificados por MLEE
também foram associados com padrdoes e reincidéncias clinicos, e altos indices de
patogenicidade. Tais resultados t€ém sido empregados em tracados epidemioldgicos que
permitem melhor entendimento no desenvolvimento de epidemias, o que representa um
inestimdvel complemento aos métodos de tipagem moleculares atuais, particularmente nos
estudos epidemioldgicos em larga escala. Adicionalmente, MLEE tem sido considerado um

método de tipagem com alto poder discriminatério e reprodutibi1idadel4’16’43’76’83’87.

Padrdes gerados por um unico método fingerprinting, como aqueles ilustrados
na presente pesquisa por MLEE, podem permitir a captura de dados por diferentes medidas
de interpretacdo. Claramente, estas medidas sao determinadas dependentemente da natureza

genética de cada (micro)organismo (hapldide, dipléide, polipldide,...), e isto tem
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apresentado relevancia nos estudos sobre o relacionamento genético de amostras
indistinguiveis, altamente relacionadas, moderadamente relacionadas e ndo relacionadas,
conforme as observacdes desta pesquisa. Inicialmente, os indices discriminatdrios obtidos
pelos dois métodos de interpretacdo, baseados na ocorréncia de véarios subtipos de C.
albicans na populacdo de criancas clinicamente sauddveis, apresentaram valores muito
proximos e acima de 95%. Deste modo, MLEE pode ser considerada claramente uma
ferramenta muito valiosa para tipagem de C. albicans em estudos epidemioldgicos. Outros
indices discriminatérios, baseados na ocorréncia de vdrios alelos polimérficos, bandas
polimoérficas, fenons, grupos de isolados altamente relacionados e indistinguiveis, € grupos
de isolados exclusivamente indistinguiveis, apresentaram valores que refletiram diferencas
abaixo de 5% entre os métodos de IG e IN. Tais resultados também mostraram maior
discriminacao de subtipos e seus relacionamentos, sob a forma de grupos, por parte da IN
dos padroes de MLEE, sugerindo que isto pode gerar imprecisdo sobre muitas informacoes
acerca da condi¢do nuclear e, concomitantemente, superestimar tais resultados. Por sua vez,
a IG dos padroes de MLEE mostrou menor discriminacdo de subtipos e seus
relacionamentos, sob a forma de grupos, sugerindo sua aplicabilidade significativa sobre os
estudos de genética de populagdes, epidemiologia, evolucdo, taxonomia e sistemédtica de C.
albicans. Adicionalmente, tais resultados podem ser adequadamente estocados e acessados
durante andlises retrospectivas e comparativas. Baixa concordancia (rgs = ~5,6%.),
quantitativa e qualitativa, foi observada entre os elementos das matrizes d; e Sj, e
confirmada pelos resultados de similaridade (S,) entre (i) os grupos de isolados altamente
relacionados e indistinguiveis, e (ii) os grupos de isolados exclusivamente indistinguiveis,
gerados nos dois dendrogramas UPGMA. Estes resultados foram sugestivos de que uma
divergéncia de fundamentos pode ser produzida a partir das duas andlises de agrupamento,
inicialmente dependentes da IG e IN dos padroes de MLEE. Conseqiientemente, tais
fundamentos podem apresentar conclusdes epidemioldgicas equivocadas, € isto tem grande
relevancia sobre os diferentes estudos, principalmente durante as descricoes de laudos
microbiol6gicos médicos. Finalmente, o conjunto de informag¢des obtido nesta pesquisa

sugere o emprego padronizado do método da IG sobre os padroes de MLEE, de modo a
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favorecer os aqueles estudos, especialmente para C. albicans e espécies relacionadas

dipléides de importancia médica.
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MLEE e andlise da diversidade genética dentro e entre
populacdes de Candida albicans isoladas da cavidade bucal
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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a diversidade genética dentro e entre
(sub)populacdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de escolares sauddveis,
provenientes de oito instituicdes do ensino fundamental (particulares e publicas) do
municipio de Piracicaba, Estado de Sao Paulo, Brasil, por meio da eletroforese de enzima
multiloco (MLEE), andlises de agrupamento e genética de populacdes. Culturas de
leveduras foram submetidas a extracao de proteinas por pérolas de vidro. As enzimas foram
separadas em gel de amido através de procedimentos eletroforéticos e reveladas por
métodos descritos previamente para 15 loci enzimdticos. Os padrdes de heterozigotos foram
consistentes com a natureza diploide de C. albicans. Alta diversidade genética foi
observada em todas as (sub)populagdes com predominancia de alguns ETs. A inexisténcia
de correlagdo foi observada entre ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e
(sub)populacao-especifica de escolares. Em adicdo, todas as (sub)populagdes de isolados
ndo mostraram divergéncias significantes entre as freqiiéncias genotipicas observadas e
esperadas (teste de equilibrio de Hardy-Wienberg). Tais observagdes sugerem a hip6tese de
que (sub)populagdes-especificas de escolares sauddveis ndo correspondem ao fator de
selecdo (sobrevivéncia diferencial) de ET-especifico ou grupos de ETs altamente
relacionados. A existéncia de um ou mais grupos de ETs altamente relacionados,
normalmente predominante dentro e entre (sub)populacdes de escolares, também foi
sugerida pelas andlises de agrupamento, contudo, sem correlagdo com as (sub)populacoes
de escolares. Estes resultados também sugerem a existéncia de rotas de disseminagdo

diretas e indiretas de C. albicans dentro e entre as (sub)populacdes de escolares, as quais
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poderiam ser determinadas por pesquisas complementares como, por exemplo, o
isolamento de C. albicans a partir de ambientes escolares (salas de aula, refeitérios,
banheiros, bibliotecas particulares e publicas,...), alunos, professores e funcionarios. No
contexto microevoluciondrio, seis (sub)populacdes de C. albicans mostraram convergéncia
ancestral e duas (sub)populacdes mostraram baixa divergéncia ancestral, que em média
correspondeu entre >1,2 e <4 substituicdes alélicas para cada 100 loci, a partir de uma
populacdo ancestral comum. Essas observagdes sugerem a ocorréncia de mudancgas
microevoluciondrias em algumas (sub)populacdes de C. albicans isoladas de escolares
sauddveis que apresentam a mesma origem geografica. Contudo, a investigagdo de
microevolu¢do em (sub)populagdes de C. albicans comensais, comparativamente com
outros parametros do hospedeiro (i.e., hdbitos nutricionais e higi€nicos, alteracdes
hormonais em funcdo da idade,...), poderia ser explorada. Finalmente, MLEE e outros
métodos de genotipagem (i.e., Ca3 fingerprinting), andlises de agrupamento e genética de
populacdes, poderiam ser empregados para andlises atual e retrospectiva de isolados de C.
albicans provenientes de individuos sauddveis e pacientes imunocomprometidos, a fim de
detectar a existéncia de um grupo ubiquo (i.e., constituido de agentes etioldgicos,
possivelmente de origem comensal, predominantes em candidiases). Estes procedimentos
poderiam conduzir ao desenvolvimento de estratégias para prevencgao da transmissibilidade
desses agentes entre escolares sauddveis e escolares predispostos a desenvolverem

candidiases a partir de uma imunodefici€éncia congénita ou possivelmente adquirida.

Palavras chave: Candida albicans; MLEE; diversidade genética; escolares saudaveis;

localizagGes geograficas.
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INTRODUCAO

Candida albicans e outras espécies de Candida sdo encontradas na microbiota
de humanos sauddveis. Entretanto, espécies de Candida podem comportar-se como
patégenos oportunistas na presenca de doencgas predisponentes tais como, AIDS, diabetes,

. Al 65 - . .
leucemia ou cancer . O interesse em adquirir um melhor entendimento sobre a patogénese
e epidemiologia de infec¢des causadas por C. albicans tem conduzido a realizacdo de
inimeras pesquisas, as quais empregaram métodos moleculares, tais como RAPD, REA,
Ca3 fingerprinting e cariotipagem eletroforética, para a diferenciacdo entre

2,20,30,34,42-45,47,49,55,58,63,73,79,81-83,92-94,102,104

linhagens . MLEE tem sido considerado um método

gold standard para de genética de populacdes em microrganismosm, com alto poder

discriminatorio e reprodutibilidadew’u’31’51’57’63.

Seus padroes eletroforéticos sao
freqiientemente previsiveis, uma vez que dependem das condi¢des genéticas e nucleares de
cada organismo. Neste contexto, diferentes critérios de interpretacio foram empregados
para organismos hapléides ou dipléideszs’51’57’85. Com bases nestes critérios, a composicao
alélica tem sido determinada a partir de um grupo constituido por dez a trinta enzimas

- . . 10
metabolicas, consideradas representativas do genoma total .

Os resultados obtidos por MLEE tém sido aplicados em uma variedade de
propdsitos no campo da microbiologia médica. Em termos de alelos especificos, as
proporg¢des alélicas tém inferido o grau de recombinacdo genética em populagdes naturais.
Essas proporcdes também tém sido empregadas para avaliar os graus de isolamento
genético entre populacdes naturais, causado por regides geograficas e ecoldgicas ou por
barreiras bioldgicas. Seu emprego tem apresentado relevancias taxondmicas € sistematicas
uma vez que, para microrganismos clonais, os graus de relacionamento inter e
intrapopulacional tém sido analisados. Clones espécie-especifico identificados por MLEE
também foram associados com padrdes e reincidéncias clinicos, e altos indices de
patogenicidade. Finalmente, tais resultados tém sido empregados em tracados
epidemioldégicos que permitem melhor entendimento no desenvolvimento de epidemias, o
que representa um inestimdvel complemento aos métodos de tipagem moleculares atuais,

. . o, . 10 . .
particularmente nos estudos epidemioldgicos em larga escala™. No campo da micologia
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médica, MLEE tem apresentado grande potencialidade nos estudos de caracterizagdo
taxondmica, sistemdtica, genética, evolutiva e epidemiolégica, especialmente para a

. 4,5,8,9,11-15,18,24,37-41,48,60,61,63,67-71
levedura C. albicans .

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a diversidade genética dentro e entre
(sub)populacdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de escolares saudaveis,
provenientes de oito instituicoes do ensino fundamental (particulares e publicas) do
municipio de Piracicaba, Estado de Sao Paulo, por meio da eletroforese de enzima
multiloco (MLEE), andlises de agrupamento e genética de popula¢des. Resumidamente, os
resultados obtidos permitiram avaliar (i) os graus de diversidade genética entre os isolados
de cada (sub)populacdo, (ii) os graus de diversidade genética entre todos os isolados, (iii) a
existéncia de subtipos (ETs) e grupos de isolados altamente relacionados, (iv) a distribui¢ao
e prevaléncia destes subtipos e grupos de isolados dentro e entre (sub)populagdes, (v) a
inexisténcia de correlacdo entre subtipos ou grupos de isolados e diferentes populacdes de
escolares sauddveis (diferentes regides geograficas), e (vi) microevolucdo dentro e entre

(sub)populacdes de isolados.
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MATERIAL E METODOS

Procedéncia das amostras. O estudo envolveu 75 amostras de C. albicans
isoladas da cavidade bucal de 75 escolares clinicamente saudaveis, com idades variando
entre seis € nove anos, de ambos o0s sexos, provenientes de oito institui¢des publicas e
particulares do ensino fundamental (diferentes localizagdes geogréficas), do municipio de
Piracicaba, estado de Sdo Paulo, Brasil (Tabela 1 e Figura 1)50. Estes isolados foram
identificados por critérios morfolégicos, como formacao de tubo germinativo, produgao de
clamidésporos, crescimento em meio cromogénico CHROMagar Candida®, e testes de

~ o : 50,56,75
fermentagdo e assimilacdo de carboidratos™"".

Tabela 1. Relagdo das amostras de C. albicans isoladas  Figura 1. Localizacdo geogréfica das populagdes
da cavidade bucal de 75 criangas saudaveis, provenientes  de isolados bucais de C. albicans. Municipio de

de oito escolas. Piracicaba, estado de Sao Paulo, Brasil.
Instituicoes de Ensino Fundamental
£ *
AV CS FE FMC HF LAE MA MEP
Al D21 A7 BI8 A24 A23 Al7 B3l
A20 D23 A9 C9 B2l A30 B24 C32
B4 E7 Al0 C47 B33 A33 B56 (33
< B5 E8 Al5 D5 CI2 A40 B354 C36
£ B32 EI0 A21 D6 Cl6 A48 B46  C40
3 C4 E25 BIl DI3 Cl17 A50 B23 DI9
S E30 BI3 DI4 C20 A52 D20
= E32 BIS D25 (23  ASS AV
S E39 BI6 D28 C44 A6l
S C5 D32 (48 A64 I CS
20 D36 B38
3 El7 " FE
O E43 B FMC
E48 U HF
E52
E57 LAE
n 6 9 10 16 10 11 6 7 = MA
& MEP

) corresponde ao setor privado e n corresponde ao nimero de isolados na
populagdo de escolares saudaveis. As siglas AV, CS, FE, FMC, HF,
LAE, MA e MEP correspondem ao Colégio Alphaville, E.E.P.G. “Prof.
Carlos Sodero”, E.E.P.G. “Profa. Francisca Elisa”, E.E.P.G. “Prof.
Francisco Mariano da Costa”, E.E.P.S.G. “Prof. Honorato Faustino”,
Liceu Colégio Albert Einstein, E.E.P.S.G. “Prof. Elias de Melo Ayres” e
E.E.P.S.G. “Prof. Manasses Ephraim Pereira”, respectivamente.
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Preparacao dos extratos celulares. Culturas de amostras de C. albicans foram
desenvolvidas em frascos contendo 5S0mL de meio YEPD (Extrato de Levedura 1% m/v,
Peptona 2% m/v e Glicose 2% m/v) a 37°C por 18 horas, sob agitacdo constante de

6,17

150rpm™"" (Incubadora Shaker mod. NT 712, Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos

de Laboratério Ltda.). Logo apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 3.000 x g

103, submetendo cada

por 5 minutos'” e lavadas duas vezes em solu¢cdo de NaCl 0,9% m/v
lavagem a mesma forca centrifuga. Os pellets (~500uL) foram transferidos para tubos de
2mL (Biospec Products, Inc.), contendo dgua destilada gelada e pérolas de vidro (1:1:1).
Estas misturas permaneceram em gelo por 5 minutos e, posteriormente, foram agitadas
quatro vezes em aparelho BeadBeater® (Biospec Products, Inc.) por 30 segundos, com
intervalos de 1 minuto. Os fragmentos celulares foram centrifugados a 5.000 x g a 4°C por
5 minutos. As fases superiores aquosas resultantes foram aplicadas em papéis de filtro
Whatman n° 3 (wicks), com dimensdes de 12x5mm, e mantidas a -70°C até o momento de

USO3’67-70.

Eletroforese e coloracdo de enzimas especificas. Enzimas foram separadas
em gel de amido (Penetrose 30°, Refinacdes de Milho Brasil Ltda) a 13% m/v, com
dimensao de 200x120x10mm. Rapidamente, os wicks previamente preparados foram
embebidos com SuL de solucdo de azul-de-bromofenol a 0,02% m/v e aplicados
perpendicularmente ao corte longitudinal (20mm) do gel. A eletroforese foi conduzida em
sistema horizontal e continuo, sob tensdo de 130 volts a 4°C overnight (migracdo do
corante equivalente a 80mm). Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, a linhagem
padrao de C. albicans CBS-562 (Centralbureau voor Schimmelcultures, Delft, The
Netherlands) foi sistematicamente colocada nas extremidades de cada gel. Apds a corrida
eletroforética, o gel foi colocado sobre uma base de acrilico e fatiado em laminas de 1,5mm
de espessura, com auxilio de réguas sobrepostas e fio ndilon n°15"%7%_ Cuidadosamente,
estas laminas foram conduzidas ao interior de recipientes de porcelana branca e submetidas
ao processo de coloragdo por métodos descritos previamente para 11 sistemas (15 loci

1,63,85

enzimaticos) . As atividades enzimdticas analisadas foram: &lcool desidrogenase,

sorbitol desidrogenase, manitol-1-fosfato desidrogenase, malato desidrogenase, isocitrato
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desidrogenase, glucose desidrogenase, glucose-6-fosfato desidrogenase, aspartato
desidrogenase, catalase, peroxidase e leucina aminopeptidase (Tabela 2). Expressoes
enzimaticas de malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e sorbitol desidrogenase
mostraram dois e trés loci geneticamente interpretativos (Mdh-1, Mdh-2 e Mdh-3; Idh-1 e
Idh-2; Sdh-1 e Sdh-2).

Interpretacao genética dos padrées de MLEE. Padroes de MLEE foram
interpretados seguindo a regra, comumente aceita, que permite a dedu¢do da composic¢ao
alélica de um organismo dipléide. Os eletromorfos (bandas) de cada enzima, numerados
e/ou ordenados alfabeticamente em disposicdo decrescente com relacio a mobilidade
enzimdtica anodal, foram comparados com os alelos do correspondente locus génico
estrutural. As (sub)populagdes de C. albicans foram caracterizadas pelas combinacdes dos
alelos de 15 loci génicos, de modo que distintas combinagdes alélicas de loci polimérficos
foram designadas de tipos eletroforéticos (ETs). O indice percentual de loci polimdrficos
(freqiiéncia do alelo mais comum < 0.99), o nimero médio de alelos por locus, o nimero
médio de alelos por locus polimérfico e o nimero de alelos entre heterozigotos e
homozigotos também foram determinados®?***7 A falta de uma detectdvel atividade
enzimdtica foi interpretada como dois alelos nulos do correspondente locus
génicol 111835485285

Andlises de diversidade genética. Freqiiéncias alélicas e freqii€ncias
genotipicas observadas e esperadas (teste de Hardy-Weinberg) das (sub)populacdes de C.
albicans foram calculadas a partir de cada locus enzimatico %246, Heterozigosidade foi
determinada pela equacdo h = 1 — 2 (piz), sendo p; a freqiiéncia média do alelo i na
populagéos". A diversidade genética dentro e entre as (sub)populacdes de isolados bucais

foi determinada pelo coeficiente de distancia genética de Nei (1972),

Zk ‘xkl‘ X ‘

d; =~In ﬁ , 0 qual admite a utilizagdo de dados a partir de freqii€éncias gé€nicas
X.. X,
k7 ki kj

,1° 53 . « A . s . .
ou alélicas™. Deste modo, as matrizes de distdncia genética (trellis diagrams) foram

elaboradas e tratadas pelo método de agrupamento SHAN algoritmo UPGMA (Unweighted
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Tabela 2. Relacdo das enzimas metabdlicas de C. albicans e seus respectivos sistemas eletroforéticos e solugdes para coloracao.

ENZIMA TAMPAO COMPOSTOS PARA COLORACAO
- SAL CORANTE
Ec NOME SIMBOLO ELETRODO ! GEL SUBSTRATO TAMPAO
COENZIMA CATALISADOR
1.1.1.1. Alcool desidrogenase ~ ADH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Etanol (3mL) 200mM Tris-HC1 NAD 1% PMS 1% (500uL)
Isopropanol (2mL) pH 8.0 (50mL) 2 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.14. Sorbitol desidrogenase SDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Sorbitol (250mg) Tris-HC1 50mM pH NAD 1% PMS 1% (500uL)
8.0 (50mL)* (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.17. Manitol-1-fosfato MI1P Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Manitol-1-fosfato Tris-HCI 100mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (5mg) pH 8.5 (50mL) 4 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.37. Malato desidrogenase =~ MDH Tris-citrato pH 8.0 Tampio do eletrodo 1:29 2M Acido malico Tris-HC1 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
(6mL)® pH 8.0 (40mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.42. Isocitrato IDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 IM Acido isocitrico Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (2mL) ¢ pH 8.0 (40mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.47. Glucose desidrogenase GDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 D-glucose (500mg) Tris-HCI 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
pH 8.0 (50mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.49. Glucose-6- fosfato G6PDH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Glicose-6-fosfato Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (100mg) pH 8.0 (50mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.43.x. Aspartato ASD Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Acido aspartico Fosfato de sodio NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (50mg) pH 7.0 (50mL) 8 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.11.1.6. Catalase’ CAT Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29
1.11.1.7. Peroxidase PO Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 H,0, 3% (1mL) 100mM Acetato de o-dianisidina 2HC1
s6dio pH 4.5 (16mg)
(50mL) '
34.11.1. Leucina LAP Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 L-leucina - 100mM Fosfato de ~ 100mM MgCl, Black K (30mg)
aminopeptidase naftilamida HC1 (30 Potdssio pH 5.5 (ImL)’
mg) (50mL) !

! 83.2g de C4H;;NO; (Tris), 33.09g de C¢HgO,.H,O (Acido citrico), 1L def H,0O; 2 24.2g de C4HNOj (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCl); 3 6.05g de C4HNO; (Tris), 1L de H,O
(pH ajustado com HCl); 4121 g de C4H,;NO; (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCI); 5 26.8g de C4H¢Os (Acido DL-mélico) e 16g de NaOH em 0.1L de H,O (precaugdo: reacdo
potencialmente explosiva); ©29.41 g de CgH50,Na; . 2H,0 (Acido DL-isocitrico) em 0.1L de H,0; 7 2.03g de MgCl,.6HCI (Cloreto de magnésio) em 0.1L de H,O; 8 Misturar partes
iguais de 27.6g de NaH,PO, . H,O (Fosfato de s6dio monobasico monohidratado) em 1L de H,O e 53.6g de Na,HPO, . 7H,0 (Fosfato de sédio dibasico heptahidratado) em 1L de H,O,
entdo diluir a mistura 1:25 com H,0; ®° Incubar a fatia do gel por 30 minutos a 0°C em 50mL de tampdo de 0.1M fosfato de sédio pH 7.0, entdio decantar a solucfio, e imergir a fatia em
50mL de solugdo de iodeto de potassio 1.5% (KI) por 2 minutos. Por conseguinte, enxaguar a fatia do gel com 4gua, e imergi-la em 50mL de solu¢do de peréxido de hidrogénio 0.03%

(H,0,). Misturar cuidadosamente e remover a solucio corante quando zonas brancas surgirem sobre o fundo azul escuro; 10 13.61g de C,H;0,Na . 3H,0 (Acetato de sédio), 1L de H,O;

13.61g de KH,PO, (Fosfato de potéssio), 1L de H,O.
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Pair-Group Method Using an Arithmetic Average), a fim de gerar arvores com

P -~ . g . . . 25.88.89
classificagdes bidimensionais, denominadas dendrogramas™™

. Para determinacdo da
concordancia entre os valores de distdncia genética implicitos nos dendrogramas e os
valores de distancia genética explicitos nas matrizes foi empregado o coeficiente de

correlacdo cofenética baseado no produto-momento de Pearson,

P — —
(s =YDy = ¥0) - P :
,Z:; ARG 232368991 " Egsas andlises foram realizadas com o

S

rk' = =

\/SkSi \/Z(yij_yi)z\/Z(ykj_yk)z

auxilio do programa NTSYS-pc 1.70%. A linhagem-padrdao de C. albicans CBS-562

(Centralbureau voor Schimmelcultures, Delft, The Netherlands) foi incluida neste
experimento a fim de estabelecer a correlacdo cofenética entre os isolados bucais de C.

albicans e determinar a reprodutibilidadel6’21’22’99.
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RESULTADOS

Interpretacao genética dos padroes de MLEE. A interpretagdo genética dos
padroes de MLEE (Figura 2) mostrou caracteristicas genéticas intrinsecas para cada

(sub)populacao de C. albicans (Tabela 3 e Figura 3):

Populacio Total (75 isolados): Quatorze (93,3%) de 15 loci enzimaticos foram polimoérficos
para um, dois ou trés alelos (1 alelo: Idh-2 eaténciadoalelobou e <1% 075%), 5 a1e]0s: Cat, Gdh T4
do alelo ¢ ou d <1% (0,67%)’ Mdh-2, Mdh-3 freqiiéncia do alelo a <1% (0,86%)’ Po e Sdh-2 freqiiéncia do alelo ¢ ou d <1%
©67%. 3 alelos: Adh, Asd, G6pdh, Idh-1, Lap, M1p, Mdh-1). Apenas 1 (6,7%) locus enzimatico
foi monomérfico para um alelo (Sdh-1). O niimero médio de alelos por locus foi igual a 2,80,
enquanto que o nimero médio de alelos por locus polimoérfico foi igual a 2,92. As combina¢des
dos alelos existentes em 15 loci enzimdticos mostraram 43 (57,3%) ETs nesta populagdo.
Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimadticas (2 bandas: Adh, Asd, G6pdh, Gdh, Idh-
1, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2 Sugestive de enzima diméricay gy o
os homozigotos foram observados um alelo nos loci Gdh, Idh-2, Mdh-2 e Sdh-1, dois alelos nos
loci Adh, Asd, Cat, Idh-1, Lap, Mdh-1, Mdh-3, Po e Sdh-2, e trés alelos nos loci G6pdh e M1p
(Tabela 4).

Populacio da escola AV (6 isolados): Cinco (33,3%) de 15 loci enzimiticos foram
polimérficos para dois e trés alelos (2 alelos: Adh, Asd, Mdh-2 e Po; 3 alelos: G6pdh). Dez
(66,7%) loci enzimdticos foram monomérficos (Cat, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1,
Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2). O niimero médio de alelos por locus foi igual a 1,40, enquanto que o
nimero médio de alelos por locus polimérfico foi igual a 2,25. As combinacdes dos alelos
existentes em 15 loci enzimdticos mostraram 6 (100%) ETs. Heterozigotos revelaram duas
bandas enzimaticas (Adh, Asd, G6pdh, Mdh-2 e Po). Entre os homozigotos foram observados
um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-3, Po, Sdh-1 e
Sdh-2, e dois alelos no locus G6pdh (Tabela 5).

Populacio da escola CS (9 isolados): Sete (46,7%) de 15 loci enzimaticos foram polimérficos
para dois e trés alelos (2 alelos: Asd, Idh-1, Lap, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 alelos: Adh). Oito
(53,3%) loci enziméticos foram monomérficos (Cat, G6pdh, Gdh, 1dh-2, M1p, Mdh-1, Mdh-3 e
Sdh-1). O niimero médio de alelos por locus foi igual a 1,53, enquanto que o nimero médio de
alelos por locus polimérfico foi igual a 2,17. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci
enzimdticos mostraram 7 (77,8%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimaticas
(2 bandas: Asd, Idh-1, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram
observados um alelo nos loci Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2, M1p, Mdh-1, Mdh-3, Sdh-1
e Sdh-2, e dois alelos nos loci Adh, Lap e Po (Tabela 6).

Populacio da escola FE (10 isolados): Sete (46,7%) de 15 loci enzimdticos foram
polimérficos para dois alelos (Adh, Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2 e Po). Oito (53,3%) loci
enzimaticos foram monomorficos (Cat, G6pdh, Idh-2, Lap, Mdh-1, Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,47, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimérfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 8 (80%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimdticas (2 bandas:
Adh, Asd, Gdh, Idh-1, Mlp, Mdh-2 e Po; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram
observados somente um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Po,
Mdh-1, Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2 (Tabela 7).
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Populacio da escola FMC (16 isolados): Nove (60%) de 15 loci enzimdticos foram
polimoérficos para dois e trés alelos (2 alelos: Asd, G6pdh, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-
2; 3 alelos: Adh). Seis (40%) loci enzimaticos foram monomérficos (Cat, Idh-2, Lap, Mdh-1,
Mdh-3 e Sdh-1). O nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,67, enquanto que o nimero
médio de alelos por locus polimérfico foi igual a 2,12. As combinacdes dos alelos existentes em
15 loci enziméaticos mostraram 13 (81,2%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas
enzimaticas (2 bandas: Adh, Asd, G6pdh, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas:
Mdh-2). Entre os homozigotos foram observados um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, Gdh, Idh-1,
Idh-2, Lap, Mdh-1, Mdh-3, Po e Sdh-1, e dois alelos nos loci G6pdh, M1p e Sdh-2 (Tabela 8).

Populacio da escola HF (10 isolados): Sete (46,7%) de 15 loci enzimaticos foram
polimoérficos para dois alelos (Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2). Oito (53,3%) loci
enzimdticos foram monomorficos (Adh, Cat, G6pdh, Idh-2, Lap, Mdh-1, Mdh-3 e Sdh-1). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,47, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimérfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 8 (80%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimdticas (2 bandas:
Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram
observados um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1,
Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-1, e dois alelos no locus Sdh-2 (Tabela 9).

Populacio da escola LAE (11 isolados): Treze (86,7%) de 15 loci enzimaticos foram
polimoérficos para dois, trés e quatro alelos (2 alelos: Adh, Cat, Mdh-1, Mdh-2 e Po; 3 alelos:
Asd, G6pdh, Idh-1, Idh-2, M1p, Mdh-3 e Sdh-2; 4 alelos: Gdh). Dois (13.3%) loci enziméticos
foram monomoérficos (Lap e Sdh-1). O nimero médio de alelos por locus foi igual a 2,47,
enquanto que o nimero médio de alelos por locus polimoérfico foi igual a 2,75. As combinacdes
dos alelos existentes em 15 loci enzimaticos mostraram 11 (100%) ETs. Heterozigotos
revelaram duas e trés bandas enzimadticas (2 bandas: Adh, Asd, Gdh, G6pdh, Idh-1, Idh-2, M1p,
Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram observados um
alelo nos loci Adh, Gdh, Idh-2, Lap, Po, Sdh-1 e Sdh-2, dois alelos nos loci Asd, Cat, Idh-1,
MIlp, Mdh-1 e Mdh-3, e trés alelos no locus G6pdh (Tabela 10).

Populacio da escola MA (6 isolados): Oito (53,3%) de 15 loci enzimdticos foram
polimoérficos para dois alelos (Adh, Asd, Gdh, Idh-1, Lap, Mdh-1, Mdh-2 e Po). Sete (46,7%)
loci enzimdticos foram monomoérficos (Cat, G6pdh, Idh-2, M1p, Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,53, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimérfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 5 (83,3%) ETs. Heterozigotos revelaram duas bandas enzimaticas (Adh, Asd, Gdh,
Idh-1, Lap, Mdh-1, Mdh-2 e Po). Entre os homozigotos foram observados somente um alelo
nos loci Adh, Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-3, Po, Sdh-1 e Sdh-
2 (Tabela 11).

Populacio da escola MEP (7 isolados): Nove (60%) de 15 loci enzimdticos foram
polimoérficos para dois alelos (Adh, Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Po e Sdh-2). Seis
(40%) loci enzimdticos foram monomorficos (Cat, G6pdh, Idh-2, Lap, Mdh-3 e Sdh-1). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,60, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimérfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 6 (85,7%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enziméticas (2 bandas:
Adh, Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os
homozigotos foram observados somente um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1,
Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Po, Sdh-1 e Sdh-2 (Tabela 12).
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Figura 2. Zimograma representativo da expressdo enzimatica de isolados bucais de C. albicans provenientes
de 75 escolares saudaveis.
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Migracdo de enzimas ocorre a partir do pélo negativo (catodo) para o pdlo positivo (anodo). Da esquerda para
direita tem-se a amostra A1o, A9, Ai1s, A21, A7, As4, As0, Ass, A20, A24, A17, As1, As2, A23, A33, Ado, A1, A3o,
Aa4s, B4, B31, B24, B3s, B21, Bs, B33, Bi1, B13, Bse, Bis, Bie, Bs4, B1s, B4s, B23, B32, Cs, C47, Ci16, C23, C4s, C17,
Ci2, C32, C4, C20, Ca4, Ca0, C33, C36, Co, CBSs62, E7, E17, E39, Es2, Es7, E10, Eas, E2s, E32, D36, D19, Ds, D13,
D23, D23, D2s, Ds, D32, D14, D21, D20, E30, E43 € Es.
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Tabela 3. Caracteristicas genéticas das (sub)populagdes de C. albicans.

Loci Polimorficos Média ETs H h
Populagdes n %  n alelos alelos/ alel.o S/, n % nbandas n alelos
locus locus polimérfico
AV 5 33,3 2-3 1,40 2,25 6 100 2 1-2
CS 7 46,7 2-3 1,53 2,17 7 77,8 2-3 1-2
FE 7 46,7 2 1,47 2 8 80 2-3 1
FMC 9 60 2-3 1,67 2,12 13 81,2 2-3 1-2
HF 7 46,7 2 1,47 2 8 80 2-3 1-2
LAE 13 86,7 2-34 2,47 2,75 11 100 2-3 1-2-3
MA 8 53,3 2 1,53 2 5 83,3 2 1
MEP 9 60 2 1,60 2 6 85,7 2-3 1
Média 8,125 - - 1,642 2,161 - 86 - -
Desvio Padrao =+ 2,356 - - 10,344 +0,256 - +8,95 - -
TOTAL 14 93,3 1-2-3 2,80 2,92 43 573 2-3 1-2-3

ETs, H e h correspondem aos tipos eletroforéticos, heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

Figura 3. Caracteristicas genéticas das (sub)populagdes de C. albicans: i. Numero de locus polimoérfico; ii.
Indice percentual do niimero de ETs; iii. Nimero médio de alelos por locus; iv. Nimero médio de alelos por
locus polimérfico.
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Tais resultados indicaram que 31 escolares saudaveis (AV = 1; CS = 4; FE = 4;
FMC =7; HF = 5; LAE = 7; MA = 2; MEP = 1) abrigaram na cavidade bucal diferentes
ETs de C. albicans. Contudo, ETs idénticos foram encontrados em escolares das escolas
AV e LAE (ET1aj1.a30 € ET37g33.c4), AV € MA (ET31420.856), AV, FE, FMC, HF, MA e
MEP (ET32p5.B11-13-B23-C17-C36-C40-Ca4-c48-E57), AV, FE € MA (ET10p4-B16-B46-B54), CS, FE ¢
FMC (ET24415.A21-p23-D25-D36-E8), CS € FMC (ET28pgpi4e32), CS, FMC, LAE ¢ MEP
(ET23 As5.p5-p19-D21-D32-E10), FE € MEP (ET9g31.c5), FMC e HF (ET34g,1.k52), FMC ¢ MEP
(ET4po0.r48) €, finalmente, em escolares das escolas HF, LAE e MEP (ET3350.833.c32). ETS
idénticos nao foram identificados em escolares das escolas AV e CS, CS e HF, CS e MA,
FE e LAE, LAE e MA, ou ainda, em escolares que freqiientaram somente as escolas AV ou
LAE (Tabela 13 e Figura 4).
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Tabela 4. Perfis alélicos em 43 ET's enzimadticos de C. albicans provenientes de 75 escolares sauddveis.

ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS®

ET No. de

isolados ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 2 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
2 1 ab ab aa bb ab ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
3 1 ab ab aa cc ab ac aa aa aa aa ab cc aa aa aa
4 2 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
5 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
6 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
7 1 ab bb aa bb bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
8 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
9 2 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
10 4 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
11 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
12 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa ab
13 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
14 1 ab bb aa cc bb aa aa ab bb ab ab - aa aa bb
15 1 ab bb aa cc bb aa - aa bb ab bb - ab aa bb
16 1 bb ab aa aa bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
17 1 bb ab aa aa bb - aa aa bb aa ab cc ab aa bb
18 1 bb ab aa bb bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
19 1 bb ab aa bb bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
20 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa bb
21 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc ab aa bb
22 1 bb ab aa cc ab ac aa ab bb aa ab cc ab aa bb
23 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
25 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
26 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bc aa ab bb aa aa bb
27 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
28 3 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
29 1 bb ab aa cc cd bb bc aa cc cc - ab ab aa bb
30 1 bb bb aa bb bb aa aa aa bc aa ab bb ab aa bb
31 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 10 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 3 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
34 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
35 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
36 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc ab aa bb
37 2 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb
38 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa aa
39 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa bb
40 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa bb - ab aa bb
41 1 bb cc bb bb ab ac aa aa ab aa ab cc ab - cd
42 1 bc bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
43 1 cc bb aa cc bb aa aa cc bb aa ab cc bb aa bb
43 > 75

. Heterozigotos sdo apresentados como ab, ac, bc e cd. (-) alelo nulo.
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Tabela S. Perfis alélicos em 6 ETs enziméticos de C. albicans isolados de 6 escolares sauddveis, provenientes
da escola AV.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 1 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
7 1 ab bb aa bb bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
10 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
31 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
37 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab. (-) alelo nulo.

Tabela 6. Perfis alélicos em 7 ETs enziméticos de C. albicans isolados de 9 escolares sauddveis, provenientes
da escola CS.

g No-de ALELOS DE 15 Loci ENZIMATICOS®

isolados ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

5 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
12 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa ab
23 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
25 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
28 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
43 1 cc bb aa cc bb aa aa cc bb aa ab cc bb aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.

Tabela 7. Perfis alélicos em 8 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 10 escolares saudaveis,
provenientes da escola FE.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

6 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
9 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
10 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
11 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
20 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa bb
24 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
27 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.
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Tabela 8. Perfis alélicos em 13 ETs enzimiticos de C. albicans isolados de 16 escolares saudiveis,
provenientes da escola FMC.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

2 1 ab ab aa bb ab ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
3 1 ab ab aa cc ab ac aa aa aa aa ab cc aa aa aa
4 1 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
8 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
13 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
19 1 bb ab aa bb bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
23 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
28 2 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
32 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
34 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
35 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
42 1 bc bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab, ac e be. (-) alelo nulo.

Tabela 9. Perfis alélicos em 8 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 10 escolares saudaveis,
provenientes da escola HF.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

21 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc ab aa bb
32 3 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
34 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
36 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc ab aa bb
38 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa aa
39 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa bb
40 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa bb - ab aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.
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Tabela 10. Perfis alélicos em 11 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 11 escolares saudaveis,
provenientes da escola LAE.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 1 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
16 1 bb ab aa aa bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
17 1 bb ab aa aa bb - aa aa bb aa ab cc ab aa bb
18 1 bb ab aa bb bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
23 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
26 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bc aa ab bb aa aa bb
29 1 bb ab aa cc cd bb bc aa cc cc - ab ab aa bb
30 1 bb bb aa bb bb aa aa aa bc aa ab bb ab aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
37 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb
41 1 bb cc bb bb ab ac aa aa ab aa ab cc ab - cd

* Heterozigotos sdo apresentados como ab, ac, bc e cd. (-) alelo nulo.

Tabela 11. Perfis alélicos em 5 ETs enzimditicos de C. albicans isolados de 6 escolares saudaveis,
provenientes da escola MA.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

10 2 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
14 1 ab bb aa cc bb aa aa ab bb ab ab - aa aa bb
22 1 bb ab aa cc ab ac aa ab bb aa ab cc ab aa bb
31 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.

Tabela 12. Perfis alélicos em 6 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 7 escolares saudaveis,
provenientes da escola MEP.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

4 1 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
9 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
15 1 ab bb aa cc bb aa - aa bb ab bb - ab aa bb
23 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.
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Tabela 13. Distribui¢do de 43 ETs enzimaticos de C.
albicans em 75 escolares sauddveis, provenientes de
oito escolas.

ET INSTITUICOES DE ENSINO FUNDAMENTAL
AV CS FE FMC HF LAE MA MEP

— I

3 - - - - - - -
6 X9 10 Y16 Y10 11 X6 X7

® ETs de C. albicans compartilhados entre n criancas que
freqlientaram institui¢des do ensino fundamental e - corresponde a
auséncia do ET.
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Figura 4. Perfil quantitativo dos ETs enzimaticos

de C. albicans.
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Analises de diversidade genética. A heterozigosidade média da populacio total
de isolados (Tabela 14) foi igual a 0,191. Heterozigosidade média igual a 0,391, 0,332, 0,277,
0,301, 0,221, 0,334, 0,274 e 0,236, foi observada em (sub)populacdes de C. albicans isoladas
de escolares provenientes das escolas AV, CS, FE, FMC, HF, LAE, MA e MEP,
respectivamente (Tabelas 15 a 22 e Figura 5). Em todas as (sub)populagdes avaliadas pelo
teste de equilibrio de Hardy-Wienberg ndo ocorreu divergéncia significante entre as

freqliéncias genotipicas observadas e esperadas (Tabelas 23 a 31).

Tabela 14. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes Tabela 15. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagdo total de C. albicans isolada de 75 escolares da populagdo de C. albicans isolada de escolares saudédveis
sauddveis. provenientes da escola AV.

Loci Alelos H Loci Alelos H

p(a) pb)  ple)  pld) p(a) pb)  plo)  pld)

Adh 0,138 0,842 0,020 0 0,272 Adh 0,25 0,75 0 0 0,375
Asd 0,224 0,763 0,013 0 0,367 Asd 0,08 0,92 0 0 0,152
Cat 0,987 0,013 0 0 0,026 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0,040 0,092 0,868 0 0,237 G6pdh 0,08 0,25 0,67 0 0,486
Gdh 0,052 0934 0,007 0,007 0,125 Gdh 0 1,00 0 0 0
Idh-1 0,894 0,013 0,093 0 0,192 Idh-1 1,00 0 0 0 0
Idh-2 0,984 0,008 0,008 0 0,032 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 0,974 0,013 0,013 0 0,051 Lap 1,00 0 0 0 0
Milp 0,046 0,928 0,026 0 0,136 Mlp 0 1,00 0 0 0
Mdh-1 0,967 0,020 0,013 0 0,064 Mdh-1 1,00 0 0 0 0
Mdh-2 0,487 0,513 0 0 0,500 Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500
Mdh-3 0,009 0,042 0,949 0 0,098 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,684 0,316 0 0 0,432 Po 0,67 0,33 0 0 0,444
Sdh-1 1,000 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,059 0927 0,007 0,007 0,137 Sdh-2 0 1,00 0 0 0
H média (loci polimérficos) = 0,191 H média (loci polimérficos) = 0,391
Tabela 16. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes Tabela 17. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populacdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis da populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis
provenientes da escola CS. provenientes da escola FE.

Loci Alelos H Loci Alelos H

p(a@) p)  plo)  p() p(a@) pb)  plo)  p)

Adh 0,11 0,78 0,11 0 0,367 Adh 0,20 0,80 0 0 0,320
Asd 0,39 0,61 0 0 0,476 Asd 0,25 0,75 0 0 0,375
Cat 1,00 0 0 0 0 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0 0 1,00 0 0 G6pdh 0 0 1,00 0 0
Gdh 0 1,00 0 0 0 Gdh 0,05 0,95 0 0 0,095
Idh-1 0,94 0 0,06 0 0,113 Idh-1 0,90 0 0,10 0 0,180
Idh-2 1,00 0 0 0 0 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 0,89 0 0,11 0 0,196 Lap 1,00 0 0 0 0
Milp 0 1,00 0 0 0 Mlp 0,05 0,95 0 0 0,095
Mdh-1 1,00 0 0 0 0 Mdh-1 1,00 0 0 0 0
Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500 Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500
Mdh-3 0 0 1,00 0 0 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,61 0,39 0 0 0,476 Po 0,75 0,25 0 0 0,375
Sdh-1 1,00 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,11 0,89 0 0 0,196 Sdh-2 0 1,00 0 0 0
H média (loci polimérficos) = 0,332 H média (loci polimérficos) = 0,277
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Tabela 18. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagido de C. albicans isolada de escolares sauddveis

provenientes da escola FMC.

Tabela 19. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagdo de C. albicans isolada de escolares saudédveis
provenientes da escola HF.

Alelos

Alelos

Loci H Loci H
p(a) p)  plo)  pd pla) pb)  pl)  p

Adh 0,16 0,81 0,03 0 0,317 Adh 0 1,00 0 0 0
Asd 0,31 0,69 0 0 0,428 Asd 0,05 0,95 0 0 0,095
Cat 1,00 0 0 0 0 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0 0,12 0,88 0 0211 G6pdh 0 0 1,00 0 0
Gdh 0,09 0,91 0 0 0,164 Gdh 0,05 0,95 0 0 0,095
Idh-1 0,81 0 0,19 0 0,308 Idh-1 0,95 0 0,05 0 0,095
Idh-2 1,00 0 0 0 0 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 1,00 0 0 0 0 Lap 1,00 0 0 0 0
Mip 0,09 0,91 0 0 0,164 Mip 0,05 0,95 0 0 0,095
Mdh-1 1,00 0 0 0 0 Mdh-1 1,00 0 0 0 0
Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500 Mdh-2 0,45 0,55 0 0 0,495
Mdh-3 0 0 1,00 0 0 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,72 0,28 0 0 0,403 Po 0,55 0,45 0 0 0,495
Sdh-1 1,00 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,12 0,88 0 0 0,211 Sdh-2 0,10 0,90 0 0 0,180

H média (loci polimérficos) = 0,301

Tabela 20. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagido de C. albicans isolada de escolares sauddveis

provenientes da escola LAE.

H média (loci polimérficos) = 0,221

Tabela 21. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagdo de C. albicans isolada de escolares saudédveis
provenientes da escola MA.

Loci Alelos H Loci Alelos H
pla) p)  plo)  p(d) pla) pb)  pl)  pld

Adh 0,04 0,96 0 0 0,077 Adh 0,25 0,75 0 0 0,375
Asd 0,32 0,59 0,09 0 0,541 Asd 0,08 0,92 0 0 0,147
Cat 091 0,09 0 0 0,164 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0,23 0,32 0,45 0 0,642 G6pdh 0 0 1,00 0 0
Gdh 0,05 0,85 0,05 0,05 0270 Gdh 0,08 0,92 0 0 0,147
Idh-1 0,80 0,10 0,10 0 0,340 Idh-1 0,92 0 0,08 0 0,147
Idh-2 0,90 0,05 0,05 0 0,185 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 1,00 0 0 0 0 Lap 0,83 0,17 0 0 0,282
Mip 0,05 0,77 0,18 0 0,372 Mip 0 1,00 0 0 0
Mdh-1 0,91 0 0,09 0 0,164 Mdh-1 0,92 0,08 0 0 0,147
Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500 Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500
Mdh-3 0,06 0,31 0,63 0 0,503 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,73 0,27 0 0 0,394 Po 0,67 0,33 0 0 0,442
Sdh-1 1,00 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0 090 005 0,05 0,185 Sdh-2 0 1,00 0 0 0

H média (loci polimérficos) = 0,334

Tabela 22. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagido de C. albicans isolada de escolares sauddveis

provenientes da escola MEP.

Loci Alelos H
pa) pd)  plo  pd)

Adh 0,21 0,79 0 0 0,332
Asd 0,14 0,86 0 0 0,241
Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0 0 1,00 0 0
Gdh 0,07 0,93 0 0 0,130
Idh-1 0,93 0 0,07 0 0,130
Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 1,00 0 0 0 0
Milp 0,07 0,93 0 0 0,130
Mdh-1 0,93 0,07 0 0 0,130
Mdh-2 0,43 0,57 0 0 0,490
Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,71 0,29 0 0 0,412
Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,07 0,93 0 0 0,130

H média (loci polimérficos) = 0,236
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H média (loci polimérficos) = 0,274

Figura 5. Perfis da heterozigosidade média (loci polimérficos)
de diferentes (sub)populacdes de C. albicans.
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Tabela 23. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enziméticos (14 polimérficos/1
monomorfico), resultantes da populacdo total de C. albicans isolada de 75 escolares sauddveis.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada  v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,020 0 0,033
bb 0,693 0,706 0,590 0,614
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,281 0,236 0,364 0,285
ac 0 0,005 0 0,013
bc 0,013 0,033 0,023 0,054
1,0 1,0 % 0,465 1,0 1,0 ¥ 0,486
Asd aa 0 0,051 0 0,057
bb 0,534 0,578 0,500 0,545
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,453 0,345 0,477 0,352
ac 0 0,006 0 0,011
be 0 0,020 0 0,034
10 1,0 ¥ 1,089 1,0 £1,0 £ 1,104
Cat aa 0,987 0,974 0,977 0,955
bb 0,013 <0,001 0,023 <0,001
ab 0 0,026 0 0,045
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
G6pdh aa 0,027 0,002 0,045 0,003
bb 0,080 0,009 0,136 0,022
cc 0,866 0,750 0,796 0,633
ab 0,027 0,007 0,023 0,017
ac 0 0,070 0 0,090
bc 0 0,162 0 0,235
10 10 £1,273 1,0 1,0 £1,516
Gdh aa 0 0,003 0 0,008
bb 0,880 0,871 0,795 0,785
cc 0 <0,001 0 <0,001
dd 0 <0,001 0 <0,001
ab 0,107 0,100 0,182 0,161
ac 0 0,001 0 0,002
ad 0 0,001 0 0,002
bc 0 0,012 0 0,021
bd 0 0,012 0 0,021
cd 0,013 <0,001 0,023 <0,001
10 10 £2,003 1,0 £1,0 £2,011
Idh-1 aa 0,797 0,795 0,698 0,701
bb 0,014 <0,001 0,023 0,001
cc 0 0,009 0 0,019
ab 0 0,025 0 0,039
ac 0,189 0,168 0,279 0,234
be 0 0,003 0 0,006
10 1,0 £ 1,011 1,0 1,0 £1,028
Idh-2 aa 0,985 0,970 0,972 0,946
bb 0 <0,001 0 <0,001
cc 0 <0,001 0 <0,001
ab 0 0,015 0 0,027
ac 0 0,015 0 0,027
be 0,015 <0,001 0,028 <0,001
1,0 1,0 £ 2,000 1,0 1,0 £ 2,000
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Tabela 23. Continuagdo.

Loci Gendtipo Freqiiéncia (Isolados) & Freqiiéncia (ETS) 12
Enzimaticos Observada Esperada  v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Lap aa 0,960 0,948 0,932 0,912
bb 0 <0,001 0 <0,001
cc 0,013 <0,001 0,023 <0,001
ab 0,027 0,026 0,045 0,043
ac 0 0,025 0 0,044
bc 0 <0,001 0 0,001
21,0 1,0 £1,0 1,0 21,0 £ 1,001
Mlp aa 0,013 0,002 0,023 0,006
bb 0,880 0,859 0,795 0,765
cc 0,013 0,001 0,023 0,002
ab 0,067 0,086 0,114 0,140
ac 0 0,003 0 0,007
bc 0,027 0,049 0,045 0,080
10 1,0 0,287 1,0 10 £0,283
Mdh-1 aa 0,960 0,948 0,932 0,911
bb 0 <0,001 0 0,001
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,027 0,026 0,045 0,043
ac 0 0,025 0 0,044
bc 0 <0,001 0 0,001
£1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 ¥ 1,001
Mdh-2 aa 0 0,237 0 0,227
bb 0,027 0,264 0,047 0,274
ab 0,973 0,499 0,953 0,499
21,0 1,0 0,898 1,0 1,0 £ 0,828
Mdh-3 aa 0 <0,001 0 <0,001
bb 0,035 0,002 0,065 0,007
cc 0,948 0,899 0,903 0,815
ab 0,017 0,001 0,032 0,003
ac 0 0,016 0 0,029
bc 0 0,082 0 0,146
10 10 ¥ 1,038 1,0 10 £1,039
Po aa 0,374 0,463 0,409 0,480
bb 0,013 0,102 0,023 0,094
ab 0,613 0,435 0,568 0,426
21,0 1,0 £ 0,168 1,0 1,0 £0,112
Sdh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 20,0
Sdh-2 aa 0,027 0,004 0,045 0,011
bb 0,893 0,858 0,818 0,766
cc 0 <0,001 0 <0,001
dd 0 <0,001 0 <0,001
ab 0,067 0,112 0,114 0,179
ac 0 0,001 0 0,002
ad 0 0,001 0 0,002
bc 0 0,012 0 0,020
bd 0 0,012 0 0,020
cd 0,013 <0,001 0,023 <0,001
10 1,0 £2,168 1,0 10 £2,141

* A . P A . z1: Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 24. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (5 polimérficos/10
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da
escola AV.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) x2
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,062 0 0,062
bb 0,500 0,563 0,500 0,563
ab 0,500 0,375 0,500 0,375
1,0 1,0 0,111 1,0 1,0 0,111
Asd aa 0 0,007 0 0,007
bb 0,833 0,840 0,833 0,840
ab 0,167 0,153 0,167 0,153
1,0 1,0 X 0,008 1,0 10 X 0,008
Cat aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 £1,0 0,0
G6pdh aa 0 0,007 0 0,007
bb 0,167 0,063 0,167 0,063
cc 0,666 0,444 0,666 0,444
ab 0,167 0,042 0,167 0,042
ac 0 0,111 0 0,111
bc 0 0,333 0 0,333
1,0 1,0 1,111 1,0 1,0 1,111
Gdh bb 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 £0,0
Idh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
Idh-2 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 £1,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 £1,0 0,0
Milp bb 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Mdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
1,0 1,0 £1,0 1,0 1,0 £1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Po aa 0,333 0,444 0,333 0,444
bb 0 0,111 0 0,111
ab 0,667 0,445 0,667 0,445
1,0 1,0 X 0,250 1,0 1,0 X 0,250
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 £0,0
Sdh-2 bb 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 £1,0 0,0

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 25. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (7 polimorficos/8
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da
escola CS.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enziméticos Observada Esperada” v=k-1 P=0o01 Observada Esperada’ v=k-1 P=001
Adh aa 0 0,012 0 0,020
bb 0,667 0,605 0,571 0,511
cc 0,111 0,012 0,143 0,020
ab 0,222 0,173 0,286 0,204
ac 0 0,025 0 0,041
bc 0 0,173 0 0,204
10 £10 £1,020 £10 10 £1,040
Asd aa 0 0,152 0 0,128
bb 0,222 0,373 0,286 0,413
ab 0,778 0.475 0,714 0.459
10 10 0,405 £10 1,0 £0,308
Cat aa 1 1 1 1
1,0 10 £0,0 1,0 21,0 £0,0
Go6pdh cc 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 £0,0
Gdh bb 1 1 1 1
1,0 10 £0,0 10 21,0 20,0
Idh-1 aa 0,889 0,892 0,857 0,862
cc 0 0,003 0 0,005
ac 0,111 0,105 0,143 0,133
1,0 10 X 0,003 1,0 1,0 X 0,006
Idh-2 aa 1 1 1 1
1,0 10 X 0,000 1,0 1,0 X 0,0
Lap aa 0,889 0,791 0.857 0,735
cc 0,111 0,012 0,143 0,020
ac 0 0,197 0 0,245
10 10 £1,0 10 1,0 £1,0
Mlp bb 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 £0,0
Mdh-1 aa 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 £0,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
10 10 £1,0 10 1,0 £1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 £0,0
Po aa 0,333 0,373 0,286 0,327
bb 0,111 0,151 0,143 0,184
ab 0,556 0,476 0,571 0,489
1,0 1,0 X 0,029 1,0 10 X 0,028
Sdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 10 £0,0 10 21,0 20,0
Sdh-2 aa 0 0,012 0 0,020
bb 0,778 0,791 0,714 0,735
ab 0,222 0,197 0,286 0,245
10 1,0 X 0,016 1,0 10 X 0,028

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 26. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (7 polimorficos/8
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da

escola FE.
Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enziméticos Observada Esperada” v=k-1 P=0o01 Observada Esperada’ v=k-1 P=001
Adh aa 0 0,040 0 0,063
bb 0,600 0,640 0,500 0,562
ab 0,400 0,320 0,500 0,375
1,0 10 X 0,063 1,0 1,0 X 0,111
Asd aa 0 0,063 0 0,063
bb 0,500 0,562 0,500 0,562
ab 0,500 0,375 0,500 0,375
1,0 1,0 0,111 1,0 £1,0 0,111
Cat aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 £1,0 1,0 20,0
G6pdh cc 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 0,0
Gdh aa 0 0,003 0 0,004
bb 0,900 0,902 0,875 0,879
ab 0,100 0,095 0,125 0,117
10 £10 £0,003 £10 10 £0,004
Idh-1 aa 0,800 0,810 0,750 0,765
cc 0 0,010 0 0,016
ac 0,200 0,180 0,250 0,219
1,0 1,0 X 0,012 1,0 10 X 0,020
Idh-2 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 20,0 £1,0 1,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 £1,0 0,0
Mip aa 0 0,003 0 0,004
bb 0,900 0,902 0,875 0,879
ab 0,100 0,095 0,125 0,117
1,0 1,0 X 0,003 1,0 10 X 0,004
Mdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 £1,0 1,0 20,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
1,0 1,0 £1,0 £1,0 1,0 21,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 21,0 £0,0
Po aa 0,500 0,562 0,625 0,660
bb 0 0,063 0 0,035
ab 0,500 0,375 0,375 0,305
1,0 10 X 0,111 1,0 1,0 X 0,053
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 21,0 20,0
Sdh-2 bb 1 1 1 1
1,0 1,0 0,0 £1,0 1,0 0,0

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 27. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (9 polimorficos/6
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da

escola FMC.
Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=0,01 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,024 0 0,037
bb 0,625 0,660 0,538 0,591
cc 0 0,001 0 0,001
ab 0,312 0,254 0,385 0,296
ac 0 0,010 0 0,015
bc 0,063 0,051 0,077 0,060
10 10 £ 0,053 1,0 10 £0,090
Asd aa 0 0,098 0 0,072
bb 0,375 0,473 0,462 0,534
ab 0,625 0,429 0,538 0,394
10 10 £ 0,207 10 10 £0,135
Cat aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 £1,0 £1,0 0,0
G6pdh bb 0,125 0,016 0,154 0,024
cc 0,875 0,765 0,846 0,715
be 0 0,219 0 0,261
1,0 1,0 £1,0 £1,0 1,0 1,0
Gdh aa 0 0,009 0 0,013
bb 0,812 0,821 0,769 0,783
ab 0,188 0,170 0,231 0,204
£1,0 1,0 0,011 £1,0 1,0 ¥ 0,017
Idh-1 aa 0,625 0,660 0,615 0,652
cc 0 0,035 0 0,037
ac 0375 0,305 0,385 0,311
1,0 1,0 0,053 £1,0 1,0 ¥ 0,057
Idh-2 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 20,0 £1,0 1,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 20,0 £1,0 1,0 0,0
Milp aa 0,063 0,009 0,077 0,013
bb 0,874 0,820 0,846 0,783
ab 0,063 0,171 0,077 0,204
£1,0 1,0 20,399 £1,0 1,0 0,388
Mdh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 20,0 £1,0 £1,0 20,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
£1,0 1,0 1,0 £1,0 £1,0 1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
£1,0 1,0 £0,0 £1,0 £1,0 0,0
Po aa 0,438 0,517 0,462 0,534
bb 0 0,079 0 0,072
ab 0,562 0,404 0,538 0,394
£1,0 1,0 20,153 £1,0 1,0 ¥ 0,135
Sdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 20,0 £1,0 1,0 20,0
Sdh-2 aa 0,063 0,016 0,077 0,024
bb 0,812 0,765 0,769 0,716
ab 0,125 0,219 0,154 0,260
£1,0 1,0 20,185 £1,0 1,0 ¥ 0,167

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 28. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (7 polimérficos/8
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da
escola HF.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enziméticos Observada Esperada” v=k-1 P=0o01 Observada Esperada’ v=k-1 P=001
Adh bb 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 20,0
Asd aa 0 0,003 0 0,004
bb 0,900 0,903 0,875 0,879
ab 0,100 0,094 0,125 0,117
10 10 £0,003 10 £10 0,004
Cat aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 20,0
G6pdh cc 1 1 1 1
21,0 £1,0 £0,0 1,0 £1,0 20,0
Gdh aa 0 0,003 0 0,004
bb 0,900 0,903 0,875 0,879
ab 0,100 0,094 0,125 0,117
1,0 10 X 0,003 1,0 1,0 X 0,004
Idh-1 aa 0,900 0,903 0,875 0,879
cc 0 0,003 0 0,004
ac 0,100 0,094 0,125 0,117
10 10 0,003 £10 1,0 0,004
Idh-2 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 1,0 21,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
Mlp aa 0 0,003 0 0,004
bb 0,900 0,903 0,875 0,879
ab 0,100 0,094 0,125 0,117
1,0 1,0 X 0,003 10 10 X 0,004
Mdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 20,0
Mdh-2 aa 0 0,203 0 0,191
bb 0,100 0,302 0,125 0317
ab 0,900 0,495 0,875 0,492
1,0 1,0 X 0,669 10 10 X 0,605
Mdh-3 cc 1 1 1 1
21,0 £1,0 £0,0 1,0 £1,0 20,0
Po aa 0,100 0,302 0,125 0,317
bb 0 0,203 0 0,191
ab 0,900 0,495 0,875 0,492
1,0 1,0 X 0,669 1,0 1,0 X 0,605
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 20,0
Sdh-2 aa 0,100 0,010 0,125 0,016
bb 0,900 0,810 0,875 0,765
ab 0 0,180 0 0,219
21,0 1,0 £1,0 1,0 1,0 1,0

* A . P oA . 21 Py
Frequiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqii€ncias alélicas para os genétipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 29. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (13 polimérficos/2
monomorficos), resultantes da (sub)populagcdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da

escola LAE.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=0,01 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,002 0 0,002

bb 0,909 0,911 0,909 0,911
ab 0,091 0,087 0,091 0,087
£1,0 1,0 0,002 1,0 1,0 £ 0,002
Asd aa 0 0,101 0 0,101
bb 0,273 0,349 0,273 0,349
cc 0,091 0,008 0,091 0,008
ab 0,636 0,376 0,636 0,376
ac 0 0,058 0 0,058
be 0 0,108 0 0,108
21,0 1,0 21,290 1,0 1,0 £1,290
Cat aa 0,909 0,827 0,909 0,827
bb 0,091 0,008 0,091 0,008
ab 0 0,165 0 0,165
£1,0 1,0 1,0 1,0 £1,0 1,0
G6pdh aa 0,182 0,052 0,182 0,052
bb 0,273 0,101 0,273 0,101
cc 0,454 0,206 0,454 0,206
ab 0,091 0,145 0,091 0,145
ac 0 0,207 0 0,207
be 0 0,289 0 0,289
£1,0 1,0 £1,432 1,0 1,0 r1,432
Gdh aa 0 0,002 0 0,002
bb 0,818 0,745 0,818 0,745
cc 0 0,002 0 0,002
dd 0 0,002 0 0,002
ab 0,091 0,079 0,091 0,079
ac 0 0,004 0 0,004
ad 0 0,004 0 0,004
be 0 0,079 0 0,079
bd 0 0,079 0 0,079
cd 0,091 0,004 0,091 0,004
£1,0 1,0 22,003 1,0 1,0 £2,003
Idh-1 aa 0,700 0,640 0,700 0,640
bb 0,100 0,010 0,100 0,010
cc 0 0,010 0 0,010
ab 0 0,160 0 0,160
ac 0,200 0,160 0,200 0,160
bc 0 0,020 0 0,020
£1,0 1,0 £1,016 1,0 1,0 £1,016
Idh-2 aa 0,900 0,809 0,900 0,809
bb 0 0,003 0 0,003
cc 0 0,003 0 0,003
ab 0 0,090 0 0,090
ac 0 0,090 0 0,090
bc 0,100 0,005 0,100 0,005
£1,0 1,0 £2,0 £1,0 1,0 £2,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
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Tabela 29. Continuacdo.

Loci Gendtipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) 12
Enzimaticos Observada Esperada  v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Milp aa 0 0,002 0 0,002
bb 0,636 0,597 0,636 0,597
cc 0,091 0,033 0,091 0,033
ab 0,091 0,070 0,091 0,070
ac 0 0,017 0 0,017
bc 0,182 0,281 0,182 0,281
21,0 1,0 £ 0,163 1,0 1,0 £0,163
Mdh-1 aa 0,909 0,827 0,909 0,827
cc 0,091 0,008 0,091 0,008
ac 0 0,165 0 0,165
21,0 1,0 £1,0 1,0 1,0 £1,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
£1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mdh-3 aa 0 0,004 0 0,004
bb 0,250 0,098 0,250 0,098
cc 0,625 0,391 0,625 0,391
ab 0,125 0,039 0,125 0,039
ac 0 0,078 0 0,078
be 0 0,390 0 0,390
£1,0 1,0 £ 1,040 1,0 1,0 ¥ 1,040
Po aa 0,455 0,529 0,455 0,529
bb 0 0,074 0 0,074
ab 0,545 0,397 0,545 0,397
21,0 1,0 0,140 1,0 1,0 £ 0,140
Sdh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 20,0
Sdh-2 bb 0,909 0,826 0,909 0,826
cc 0 0,002 0 0,002
dd 0 0,002 0 0,002
be 0 0,083 0 0,083
bd 0 0,083 0 0,083
cd 0,091 0,004 0,091 0,004
£1,0 1,0 £2,0 1,0 1,0 £2,0

* A . 2ot oA . 21 Py
Frequiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqii€ncias alélicas para os genétipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 30. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (8 polimorficos/7
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da
escola MA.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=0,01 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,062 0 0,040
bb 0,500 0,563 0,600 0,640
ab 0,500 0,375 0,400 0,320
1,0 1,0 r0,111 1,0 1,0 X 0,063
Asd aa 0 0,007 0 0,010
bb 0,833 0,840 0,800 0,810
ab 0,167 0,153 0,200 0,180
£1,0 £1,0 £ 0,008 £1,0 £1,0 £0,012
Cat aa 1 1 1 1
£1,0 £1,0 0,0 £1,0 £1,0 £0,0
G6pdh cc 1 1 1 1
1,0 £1,0 0,0 £1,0 1,0 £0,0
Gdh aa 0 0,007 0 0,010
bb 0,833 0,840 0,800 0,810
ab 0,167 0,153 0,200 0,180
1,0 1,0 ¥ 0,008 1,0 1,0 >0,012
Idh-1 aa 0,833 0,840 0,800 0,810
cc 0 0,007 0 0,010
ac 0,167 0,153 0,200 0,180
£1,0 £1,0 £ 0,008 £1,0 £1,0 £0,012
Idh-2 aa 1 1 1 1
1,0 £1,0 0,0 £1,0 £1,0 £0,0
Lap aa 0,667 0,694 0,600 0,640
bb 0 0,028 0 0,040
ab 0,333 0,278 0,400 0,320
1,0 X1,0 ¥ 0,040 1,0 1,0 0,063
Milp bb 1 1 1 1
£1,0 £1,0 0,0 £1,0 £1,0 £0,0
Mdh-1 aa 0,833 0,840 0,800 0,810
bb 0 0,007 0 0,010
ab 0,167 0,153 0,200 0,180
£1,0 £1,0 £ 0,008 £1,0 £1,0 £0,012
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
1,0 £1,0 1,0 £1,0 1,0 £1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
£1,0 £1,0 0,0 £1,0 £1,0 £0,0
Po aa 0,333 0,444 0,400 0,490
bb 0 0,111 0 0,090
ab 0,667 0,445 0,600 0,420
£1,0 £1,0 £ 0,250 £1,0 £1,0 £0,184
Sdh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 £1,0 0,0 £1,0 £1,0 £0,0
Sdh-2 bb 1 1 1 1
1,0 1,0 20,0 1,0 1,0 0,0

* A . P oA . 21 Py
Frequiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqii€ncias alélicas para os genétipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqii€ncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 31. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (9 polimérficos/6
monomorficos), resultantes da (sub)populagdo de C. albicans isolada de escolares sauddveis provenientes da
escola MEP.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) e Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,046 0 0,062
bb 0,571 0,617 0,500 0,563
ab 0,429 0,337 0,500 0,375
10 1,0 X 0,075 1,0 1,0 X 0,111
Asd aa 0 0,020 0 0,028
bb 0,715 0,736 0,667 0,694
ab 0,285 0,244 0,333 0,278
10 1,0 £0,028 10 1,0 £ 0,040
Cat aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
G6pdh cc 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Gdh aa 0 0,005 0 0,007
bb 0,857 0,862 0,833 0,840
ab 0,143 0,133 0,167 0,153
10 1,0 X 0,006 1,0 1,0 X 0,008
Idh-1 aa 0,857 0,862 0,833 0,840
ce 0 0,005 0 0,007
ac 0,143 0,133 0,167 0,153
10 1,0 X 0,006 1,0 1,0 X 0,008
Idh-2 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Lap aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Mip aa 0 0,005 0 0,007
bb 0,857 0,862 0,833 0,840
ab 0,143 0,133 0,167 0,153
10 1,0 X 0,006 10 1,0 X 0,008
Mdh-1 aa 0,857 0,862 0,833 0,840
bb 0 0,005 0 0,007
ab 0,143 0,133 0,167 0,153
10 1,0 X 0,006 10 1,0 X 0,008
Mdh-2 aa 0 0,183 0 0,174
bb 0,143 0,327 0,167 0,340
ab 0,857 0,490 0,833 0,486
1,0 21,0 £ 0,562 1,0 1,0 £0,510
Mdh-3 cc 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 £0,0
Po aa 0,429 0,510 0,500 0,562
bb 0 0,082 0 0,063
ab 0,571 0,408 0,500 0,375
10 1,0 X 0,160 10 1,0 X 0,111
Sdh-1 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 £0,0 £1,0 21,0 20,0
Sdh-2 aa 0 0,005 0 0,007
bb 0,857 0,862 0,833 0,840
ab 0,143 0,133 0,167 0,153
1,0 1,0 X 0,006 10 1,0 X 0,008

" Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os genétipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqii€ncias alélicas para os heterozigotos.
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A diversidade genética entre todos os isolados bucais de C. albicans,
provenientes da populacdo total de escolares sauddveis, observada no dendrograma
UPGMA permitiu distinguir 10 grupos principais (10 de 23 1,2-phenons) com 0,012 > d;; >
0 (Figura 6);

Grupo 1: 2 (2,7%) isolados (A30 e Al) com d;; = 0, cuja composicdo foi heterogénea (diferentes
origens geogréficas/institucionais) — LAE,; e AV.

Grupo II: 18 (24%) isolados (ASZLAE, ASSLAE, D21cs, D32FMC7 DSFMCs D19MEPs ElOCs, A21FEs
Al5gg, D25gvc, D23¢s, D36gmc, E8cs, Al0gg, D14pyc, E32¢s, D6bpyc € A7gg) com 0,012 > dj; 2
0, cuja composi¢do foi heterogénea (diferentes origens geograficas/institucionais) e homogénea
(idénticas origens geogréficas/institucionais) — CSs, FE4, FMCg, LAE, e MEP,.

Grupo 1II: 18 (24%) isolados (A204y, B56ya, B23Ma, B13gg, Bllgg, BSay, C36pep, C400Ep,
C44yr, E5Temc, C17ur, C48ur, TScpsse2, B46Mma, B54ma, B16gg, B4ay, B31yep € CS5g) com
0,012 > d;; = 0, cuja composicdo foi heterogénea e homogénea — AV3;, FE,, FMC,, HF;, MA, e
MEP;.

Grupo 1V: 3 (4%) isolados (B18pyvc, C9rymc € Clbyp) com d; = 0, cuja composicdo foi
heterogénea e homogénea — HF, e FMC,.

Grupo V: 2 (2,7%) isolados (E30cs € E17gyc) com 0,012 > d; > 0, cuja composi¢do foi
heterogénea — CS; e FMC,.

Grupo VI:. 3 (4%) isolados (A17ys, A24yr € A9:g) com 0,012 > d;; = 0, cuja composigao foi
heterogénea — FE|, HF, e MA,.

Grupo VII: 3 (4%) isolados (D20ygp, E48pvmc € D13gyc) com dj; = 0, cuja composi¢do foi
heterogénea e homogénea — FMC, e MEP;.

Grupo VIII: 6 (8%) isolados (A50; g, B33ur, C32ygp, B21yg, E52pvc € E25¢s) com 0,012 > dj;
2 0, cuja composicao foi heterogénea e homogénea — CS,, FMC,, HF,, LAE, e MEP,.

Grupo IX: 3 (4%) isolados (B15gz, C47pvuc € B24ya) com d; = 0, cuja composi¢do foi
heterogénea — FE,, FMC, e MA,.

Grupo X: 4 (5,3%) isolados (B38sg, C4ay, C23yr € C20yr) com 0,012 > d; =2 0, cuja
composicdo foi heterogénea e homogénea — AV, HF, e LAE,.

Um total de 13 (17,3%) isolados apresentou valores de distancia genética entre
0,148 > d; = 0,012 (A481ag, A40rag, D28rmc, B32av, E43pmc, A6liag, E7cs, A331aE,
A231 ag, E39¢cs, C124r, C33mep € A641ag) — 1solados moderadamente relacionados ou nédo

relacionados.
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Figura 6. Diversidade genética entre todos os isolados bucais de C. albicans provenientes de 75 escolares saudaveis.
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Com efeito, a composicdo dos grupos, gerados no dendrograma UPGMA
(Figura 6), mostrou a coexisténcia de subtipos de C. albicans altamente relacionados ou
indistinguiveis (0,012 > d; = 0) na maioria das diferentes (sub)populacdes de escolares

sauddveis (locais geogréficos) (Figura 7);

Populacio da escola AV: 83,3% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012
> d; 2 0) entre si (33,3% de 83,3%) e com outros das populagdes FE (40%), FMC (6,3%), HF
(50%), LAE (18,2%), MA (66,7%) e MEP (42,9%). Tal relacionamento nao foi observado entre
isolados das populagdes AV e CS.

Populacio da escola CS: 77,8% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012 >
d;j 2 0) entre si (55,6% de 77,8%) e com outros das populagdes FE (40%), FMC (50%), HF
(20%), LAE (27,3%) e MEP (28,6%). Tal relacionamento nio foi observado entre isolados das
populacdes CS e AV ou CS e MA.

Populacio da escola FE: 100% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012 >
d; 2 0) entre si (80% de 100%) e com outros das populacdes AV (50%), CS (55,6%), FMC
(50%), HF (40%), LAE (18,2%), MA (100%) e MEP (57,1%).

Populacio da escola FMC: 87,5% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012
> d;; 2 0) entre si (62,5% de 87,5%) e com outros das populagdes AV (50%), CS (77.8%), FE
(90%), HF (60%), LAE (27,3%), MA (83,3%) e MEP (85,7%).

Populacio da escola HF: 90% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012 >
d; 2 0) entre si (70% de 90%) e com outros das populagdes AV (66,7%), CS (11,1%), FE
(50%), FMC (25%), LAE (18,2%), MA (83,3%) e MEP (57,1%).

Populacio da escola LAE: 45,5% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012
> d; 2 0) entre (18,2% de 45,5%) si e com outros das populagdes AV (33,3%), CS (66,6%), FE
(40%), FMC (43,8%), HF (40%) ¢ MEP (28,6%). Tal relacionamento nio foi observado entre
isolados das populagcdes LAE e MA.

Populacio da escola MA: 100% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012 >
d; 2 0) entre si (66,7% de 100%) e com outros das populacdes AV (50%), FE (60%), FMC
(12,5%), HF (40%) e MEP (42,9%). Tal relacionamento nao foi observado entre isolados das
populacdes MA e CS ou MA e LAE.

Populacao da escola MEP: 85,7% dos isolados mostraram alto relacionamento genético (0,012
> d; 2 0) entre (28,6% de 87,5%) si e com outros das populagdes AV (50%), CS (66,7%), FE
(80%), FMC (62,5%), HF (50%), LAE (27,3%) e MA (66,7%).
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Figura 7. Subtipos de C. albicans altamente relacionados ou indistinguiveis (0,012 > d;; = 0) coexistentes na
maioria das (sub)popula¢des de escolares saudaveis.
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A diversidade genética dos isolados dentro de suas respectivas (sub)populacdes
de escolares sauddveis também foi avaliada por meio dos dendrogramas UPGMA (Figura
8). Tais resultados mostraram a coexisténcia de subtipos de C. albicans altamente
relacionados ou indistinguiveis (0,012 > d;; > 0) em alguns escolares saudéveis provenientes
da mesma escola (origem geografica). Contudo, variacdes quanto ao nimero de isolados
altamente relacionados ou indistinguiveis (0,012 > d;; > 0), e moderadamente relacionados
ou ndo relacionados (d; = 0,012) foram observadas dentro de cada (sub)populagdo de
escolares. Nesse sentido, maior indice percentual de polimorfismo (d; = 0,012) ocorreu
entre os isolados de escolares sauddveis provenientes da escola LAE (100%), seguido
daqueles das escolas AV (50%), CS (44,4%), MEP (42,8%), MA (33,3%), HF (20%), FE
(20%) e FMC (18,7%), cujos indices de distancia genética foram de 0,157 = d;; = 0,012,
0,155>d;>0,0,1372d;>0,0,146 > d;; > 0, 0,125 > d;; > 0, 0,131 2 d;; > 0, 0,133 > d;; > 0
e 0,147 = d; > 0, respectivamente. A andlise da diversidade genética entre as
(sub)populacdes de isolados mostrou uma convergéncia ancestral em seis (sub)populagdes
(CS, FE, FMC, HF, MA e MEP) de C. albicans. Entretanto, uma baixa divergéncia
genética ancestral foi detectada em duas (sub)populacdes (AV e LAE), que em média
correspondeu entre >1,2 e <4 substituicdes alélicas para cada 100 loci, a partir de uma

populacdo ancestral comum.
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Figura 8. Diversidade genética dentro e entre (sub)populacdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de
escolares sauddveis, provenientes de oito instituicdes do ensino fundamental. Dendrogramas UPGMA
(0,93280 < r4; < 0,95630) gerados a partir das matrizes de distancia genética (Nei, 1972).
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DISCUSSAO

A delineac@o de linhagens por eletroforese de enzima multiloco (MLEE) tem

permitido avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes™™, bem como tem
) e - 10,12,31,51,57,63 .

fornecido alto poder discriminatério e reprodutibilidade . Considerados como

marcadores neutros (i.e., invaridveis quando sofrem pressdes seletivas ambientais), as

isoenzimas metabdlicas tém apresentado grande potencialidade nos estudos de

caracterizacdo taxonOmica, sistemadtica, genética, evolutiva e epidemiologica de C.

albicans>38911-15.18.24,37-41,48.60,61,63,67-70,74

O polimorfismo genético tem sido encontrado em quase todas populagcdes
naturais e em todos os niveis de organizacdo genética, desde caracteristicas genotipicas até
tracos fenotipicos. As possiveis razdes de sua existéncia tem sido o objeto de um longo
debate em genética de populacdes e evolugao molecular®®?’*. Determinado locus génico
estrutural tem sido definido como polimérfico quando a freqiiéncia de seu alelo mais
comum apresenta um valor abaixo de 0,99 (99%). Algumas medidas normalmente
empregadas para quantificar essa variabilidade em populag¢des de organismos dipldides t€m
sido as freqii€ncias alélicas e génicas, o indice percentual de loci polimérficos, o nimero
médio de alelos por locus, o nimero médio de alelos por locus polimérfico e a
7,28,29,46,54,57

heterozigosidade

loci polimérficos (5 a 13, média de 8,125 12,356), da média de alelos por locus (1,40 a

. Na presente pesquisa, variagdes quantitativas e qualitativas de

2,47, média de 1,642 +0,344) e da média de alelos por locus polimoérfico (2 a 2,75, média
de 2,161 0,256), foram observadas em todas as (sub)populacdes de C. albicans
provenientes de escolares saudaveis. Estas variagdes tem sido observadas em varios estudos
de diversidade genética de populagdes de C. albicans isoladas de pacientes

imunocomprometidos e imunocompetente511’12’18’35’48’61’63. Pujol

et al. (1993) relataram que
diferentes freqii€ncias alélicas em diferentes populagdes podem estar associadas com o

. . ~ . 60
isolamento geogréfico, mesmo quando cada populacdo separada permanece em panmixia’ .

A heterozigosidade média encontrada na populacdo total de C. albicans foi

igual a 0,191 (Tabela 14). Subpopulacdes de C. albicans isoladas de escolares sauddveis
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provenientes das escolas AV, CS, FE, FMC, HF, MA, LAE e MEP mostraram valores de
heterozigosidade média iguais a 0,391, 0,332, 0,277, 0,301, 0,221, 0,334, 0,274 e 0,236,
respectivamente (Tabelas 15 a 22 e Figura 5). De modo similar aos resultados de prévios
estudos por MLEE!*!861 g padrdes de heterozigosidade obtidos na presente andlise foram
consistentes com a natureza dipléide de C. albicans™. Em adicdo, a reducdo da
heterozigosidade na estrutura populacional de determinados organismos pode ser

interpretada como um grupo de linhagens interconectadas®.

As combinagdes dos alelos existentes em 15 loci enzimaticos mostraram 43
ETs (57,3% dos isolados) na populacdo total de escolares saudédveis, o que sugere a
existéncia de alta diversidade genética (14 de 15 loci enziméticos sendo polimérficos) de
isolados bucais de C. albicans. Este fato também foi observado dentro de cada
(sub)populacdo (AV = 6 ETs'™%, CS =7 ETs""**, FE = 8 ETs*"”, FMC = 13 ETs*'°%, HF
=8 ETSSO%, LAE =11 ETleO%, MA = 5 ETs**% ¢ MEP = 6 ETs® ’7%), juntamente com a
predominancia de alguns ETs (ET1, ET4, ET9, ET10, ET23, ET24, ET28, ET31, ET32,
ET33, ET34 e ET37) dentro e entre (sub)populacdes de escolares. Estes resultados também
sugerem a existéncia de grupos de linhagens selecionados e melhores adaptados do que
outros na cavidade bucal desses escolares sauddveis. Soll et al. (1991) também
demonstraram a existéncia de linhagens de Candida spp. selecionadas e melhores adaptadas
em determinado nicho humano’®. Embora determinados ETs foram identificados
exclusivamente em certas (sub)populacdes de escolares, nenhuma correlacdo foi observada
entre ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e (sub)populacdo-especifica
de escolares. Em adicdo, todas as (sub)populacdes de isolados ndo mostraram divergéncias
significantes entre as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas (teste de equilibrio de
Hardy-Wienberg) (Tabelas 23 a 31). Tais observagdes sugerem a hipdtese de que
(sub)populacdes-especificas de escolares sauddveis nido correspondem ao fator de selecao

(sobrevivéncia diferencial) de ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados.

A tipagem isoenzimatica de isolados bucais de C. albicans, provenientes de
criangas clinicamente saudéveis (Piracicaba, Brasil), tem revelado um modo multiclonal de

colonizagdo por essas leveduras®. Empregando a cariotipagem eletroforética, RAPD e
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REA com Hinfl e EcoRI, Mehta et al. (1999) tém analisado a distribuicao de gendtipos de
C. albicans em membros familiares saudaveis de uma mesma cidade (Estados Unidos).
Seus resultados demonstraram a existéncia de uma identidade genotipica intrafamiliar (i.e.,
cada membro dentro de uma familia abriga um mesmo gendtipo). Contudo, distintos
gen6tipos também foram observados inter e intrafamiliarmente®. Pujol et al. (1993)
identificaram 41 ETs enziméticos de C. albicans (74,5% dos isolados de orofaringea) em
pacientes HIV-soropositivos de uma 4rea geografica restrita (Montpellier, Franca)®'. Esses
pesquisadores sugeriram que a alta diversidade genética (11 de 21 loci enzimaticos sendo
polimérficos) pode estar correlacionada com a existéncia de algumas linhagens clonais que

R - ( 4 84,86
apresentam ampla distribuicdo geogrifica, como € o caso de algumas bactérias™"

e
protozoériosgs'”. Importantes conseqiiéncias biologicas e médicas também foram apontadas
com o modo de reproducao clonal, uma vez que a correlagio entre a composicao genética e
as caracteristicas médicas poderiam facilitar a selecdo de métodos efetivos para o controle
da expressdo patoldgica de C. albicans em individuos imunocomprometidosﬂ. O alto
numero de diferentes caridtipos de isolados bucais de C. albicans encontrado em pacientes
HIV-soropositivos, em comparacdo com individuos sauddveis, também foi sugestivo de

e o . . . . . 45
uma substitui¢io de linhagens comensais em pacientes imunocomprometidos .

Em contraste com a alta diversidade genética de C. albicans observada em
populagdes de escolares sauddveis, uma baixa diversidade genética tem sido detectada em
pacientes imunocomprometidos. A andlise epidemioldgica de isolados de C. albicans,
provenientes de sete pacientes (Oslo, Noruega) submetidos ao transplante de medula 6ssea,
mostrou a existéncia de oito ETs (13,1% dos isolados) e uma baixa diversidade genética
entre aquelas leveduras (4 de 10 loci enziméticos sendo polimorficos). A colonizagdo por
um ou mais ETs em diferentes sitios anatdmicos de alguns pacientes permaneceu durante o
acompanhamento médico. Entretanto, nenhuma correlagio foi observada entre aqueles ETs
e sensibilidade a certos antifingicos (AMB e flucitosina) ou sitios anatdomicos (cavidade
bucal, virilha e fezes)ls. Boerlin et al. (1995) identificaram trés ETs (23% dos isolados) de
C. albicans atipicas colonizando a cavidade bucal de pacientes (usudrios de drogas) HIV-
soropositivos assintomaticos (Lausanne, Switzerland). Essa baixa diversidade genética (1

de 16 loci enzimaticos sendo polimorfico) entre os isolados também foi observada sem
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correlacio com os parametros clinicos, e confirmada por ensaios de Southern blot
hibridagdo com sonda Ca3. Tais resultados foram sugestivos de uma provavel colonizacdo
por subtipos de C. albicans atipicos, a partir de diferentes origens e sem existéncia de uma
Ginica fonte limitada de contaminacdo''. Populacdes de C. albicans isoladas de pacientes
HIV-soropositivos (Lausanne, Switzerland) com e sem sintomas de candidiase orofaringea,
de pacientes com candidiase invasiva e de individuos sauddveis ndo puderam ser
distinguidas por ensaios de MLEE, uma vez que foi encontrada uma baixa diversidade
genética (10 de 18 loci enziméticos sendo polimorficos) entre os isolados. Em adi¢do, 52
ETs (27,5% dos isolados) foram identificados sem correlagdo com os aspectos clinicos e

sensibilidade reduzida in vitro ao fluconazol (FCZ)IZ.

A ocorréncia simultanea de linhagens de C. albicans geneticamente distintas na
cavidade bucal de pacientes (homossexuais, heterossexuais, usudrios de drogas) HIV-
soropositivos (Montpellier, Franca), sofrendo de candidiase orofaringea, também foi
demonstrada por MLEE. Uma baixa diversidade genética (10 de 21 /oci enziméticos sendo
polimérficos) entre os isolados e 20 ETs (12,5% dos isolados) foram identificados naquela
populacdo de pacientes. Contudo, houve predominancia de um tunico tipo genético de C.
albicans na cavidade bucal daqueles pacientes. Este fato poderia resultar da competi¢dao
intraespécies, o qual poderia ser alterado por pressio seletiva dos tratamentos
antifingicos®. Empregando MLEE, Nébavi er al. (1998) também demonstraram que a
maioria dos pacientes HIV-soropositivos (Abdjan, Costa do Marfim), sofrendo de
candidiase orofaringea, foram colonizados por ETs de C. albicans idénticos ou variantes
durante terapia antifingica (AMB, KTZ, NYS). Esses pesquisadores identificaram 27 ETs
(40,3% dos isolados) e uma baixa diversidade genética (10 de 21 loci enzimético sendo
polimérfico) entre os isolados™. Andlises de MLEE também foram realizadas em isolados
de C. albicans, provenientes de pacientes (Montpellier, Franca) sofrendo de candidiase
orofaringea recorrente, que sucessivamente desenvolveram resisténcia clinica ao fluconazol
(FCZ) e itraconazol (ITZ). Essas andlises revelaram que a infeccdo dos pacientes ocorreu
por um ou mais ETs durante a terapia antifingica, os quais poderiam ser (i) selecionados a
partir de uma populacdo mista ou (ii) adquiridos a partir de uma fonte exdgena. Ademais,

14 ETs (14,3% dos isolados) e baixa diversidade genética (12 loci enziméticos
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polimérficos) foram identificados na populagdo de isolados de C. albicans, sem correlagio

- oo L 35
com os testes de sensibilidade alntlfunglca3 .

O coeficiente de correlacio cofenética baseado no produto-momento de
Pearson (ry)>r236891 o empregado durante a avaliagdo da concordancia entre os
elementos d;, das matrizes de distdncia genética (Nei, 1972), e os elementos Cjy, das
matrizes de correlacdo derivadas dos dendrogramas UPGMA. Nossos resultados mostraram
valores ry; varidveis entre 0,92513 (Figura 6) e 0,95630 (Figura 8), os quais compreendem

89’91, em conformidade com os resultados de estudo

valores de concordancia satisfatérios
prévio onde foi observado a constante maximizacao dos valores ry; pelo algoritmo UPGMA
(SHAN clustering method)™. Deste modo, a andlise de agrupamento por meio dos
dendrogramas UPGMA permitiu acessar a diversidade genética dentro e entre as

(sub)populacdes de isolados bucais de C. albicans provenientes de escolares sauddveis.

Na populacdo total (Figura 6) foram observados 62 isolados (82,7%)
distribuidos em 10 principais grupos (10 de 23 1,2-phenons), com 0,012 > d;;2 0 (em média,
<1,2 substitui¢des alélicas para cada 100 loci), cuja composi¢ao foi heterogénea (i.e.,
contém amostras de C. albicans isoladas de escolares provenientes de diferentes origens
geograficas/institucionais) e/ou homogénea (i.e., contém amostras de C. albicans isoladas
de escolares provenientes de idénticas origens geograficas/institucionais). Esses resultados
mostraram a coexisténcia de subtipos altamente relacionados ou indistinguiveis (0,012 > dj;
> 0) na maioria das (sub)populacdes de escolares, e a inexisténcia desses subtipos em
algumas (sub)populacdes (AV e CS; CS e MA; LAE e MA) (Figura 7). Deste modo,
nenhum grupo de C. albicans altamente relacionado foi correlacionado com alguma origem
geografica/institucional especifica. Em adi¢do, os isolados altamente relacionados poderiam
surgir a partir de uma linhagem ancestral comum, como conseqiiéncia da perda de um alelo
por recombinacdo mitética ou rearranjo cromossdmico®’. Os restantes 13 isolados
(17,3%) apresentaram valores de distancia genética entre 0,148 > d;; = 0,012 (em média,
entre 21,2 e <14,8 substitui¢cdes alélicas para cada 100 loci) — isolados moderadamente
relacionados ou ndo relacionados. A diversidade genética dos isolados dentro de suas

respectivas (sub)populacdes também foi avaliada por meio dos dendrogramas UPGMA
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(Figura 8). A coexisténcia de subtipos de C. albicans altamente relacionados ou
indistinguiveis (0,012 > d;; > 0) foi observada em alguns escolares saudaveis provenientes
da mesma escola (origem geografica), os quais também poderiam surgir a partir de uma
linhagem ancestral comum®7®. Os resultados descritos acima sugerem a existéncia de um
ou mais grupos de isolados bucais de C. albicans altamente relacionados normalmente
predominantes em (sub)populacdes de escolares sauddveis. Em adigdo, tais resultados
também sugerem a existéncia de rotas de disseminacdo diretas e indiretas de C. albicans
dentro e entre (sub)populacdes de escolares, as quais poderiam ser determinadas por
pesquisas complementares como, por exemplo, o isolamento de C. albicans a partir de
ambientes escolares (salas de aula, refeitérios, banheiros, bibliotecas particulares e

publicas,...), alunos, professores e funcionarios.

Schmid et al. (1999) mostraram alta similaridade genética entre grupos de C.
albicans geograficamente ndo relacionados por Southern blot hibridacdo com sonda Ca3.
Seus resultados foram sugestivos de que outrora houve uma pequena propagacgao radial de
linhagens entre regides geograficamente adjacentes®'. Os mecanismos freqiientes e comuns
envolvidos na diversidade genética de espécies de Candida poderiam explicar esta
similaridade genética. Estes compreendem rearranjos cromossdmicos, alteragdes
cromossdmicas e controle da expressao génica35’71’72. Além disso, seqiiéncias repetitivas em
tandem e seqii€ncias subteloméricas e teloméricas podem estar envolvidas na organizacdo e
rearranjos cromossdémicos™”>. Empregado MLEE e andlises de agrupamento, outros
pesquisadores também demonstraram a existéncia de grupos de isolados de C. albicans
altamente relacionados, provenientes de pacientes sauddveis e imunocomprometidos
(Montpellier, Franga; Lausanne, Switzerland; Abidjan, Costa do Marfim), sem qualquer
correlacdo com aspectos clinicos, sensibilidade antifungica ou regides geogréficasu’35’52’63.
Lupetti et al. (1995) empregaram a cariotipagem eletroforética e identificaram dois grupos
similares de C. albicans com prevaléncia em individuos sauddveis e pacientes HIV-
soropositivos (Pisa, Itdlia). Suas observacdes foram sugestivas de que linhagens comensais
podem ser provdveis agentes de subseqiiente candidiase bucal em pacientes

59,101

imunocomprometidos, conforme também sugerido por outros pesquisadores , embora

também possa ocorrer a substituicdo de linhagens45. Durante andlises de agrupamento e
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REA com EcoRI ou RAPD, alto grau de diversidade genética foi encontrado entre os
isolados de C. albicans, provenientes de individuos sauddveis e pacientes clinicos
assintomaticos, do Sudeste da Asia e Europa ou Estados Unidos®. Contudo, a existéncia de
um udnico grupo contendo todas as linhagens de uma mesma origem geografica nao foi
encontrada. A clonalidade dentro e entre populacdes de C. albicans isoladas de pacientes
HIV-soropositivos geograficamente distintos (Durham, D.C. e Vitéria, Brasil) também foi

observada durante anélises de agrupamento e PCR ﬁngerprinting104.

Alteragdes evoluciondrias correspondem as alteracdes nas freqiiéncias génicas
numa populacio durante um certo periodo. Para que essas alteracdes sejam adaptativas, elas
devem ser causadas por (i) selecdo natural direcionada a sobrevivéncia diferencial, ou (ii)
reproducdo de individuos que diferem em gendtipos. Em adi¢do, mudancgas nas freqii€ncias
génicas nao relacionadas as mudangas fenotipicas podem elucidar o fato da evolugdo

) D . .23
natural ter operado, e que mudancas microevoluciondrias foram produzidas no ambiente™.
Vérios estudos epidemioldgicos e microevolutivos de isolados clinicos de C. albicans

foram realizados empregando Southern blot hibridagdo com sonda de DNA Ca32303442

AATSSSETITIBLEIINIIINN02 By adicdo, fortes concordancias epidemioldgicas e
microevolutivas foram demonstradas pelos resultados de Ca3 fingerprinting e anélises de
MLEE e RAPD, durante a caracterizacido de isolados bucais e outros sitios anatdmicos de
C. albicans, provenientes de pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes de trés
regides geograficas dos Estados Unidos®. Mudancas microevoluciondrias podem envolver
reorganizacoes do tipo inser¢do ou dele¢do intracromossomal dos elementos RPS, dispersos
especificamente por toda parte do genoma de C. albicans®. Tsolados de vérios sitios
anatomicos de C. albicans, provenientes de mulheres clinicamente saudaveis, foram
comparados por Southern blot hibridacdo com sonda Ca3. De 11 mulheres que abrigaram
comensais nas cavidades bucais e vaginais, quatro apresentaram linhagens altamente
similares, porém nao idénticas, em sitios alternativos. Este fato tem sugerido a ocorréncia
de microevolugdo entre aquelas linhagens altamente similares, a partir de um progenitor
que se adaptou em dois diferentes nichos do corpo. Em adic¢ao, tais populacdes divergentes

poderiam ser distinguidas geneticamente94. Schroppel et al. (1994) empregaram a mesma

técnica para acessar o relacionamento genético de linhagens de C. albicans isoladas de
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pacientes (linhagens mantidas e substituidas) e seus parceiros sexuais. No paciente em que
as linhagens infectantes foram mantidas, houve minimas mudancgas genéticas em episddios
sucessivos de candidiase vaginal. No paciente em que as linhagens infectantes foram
substituidas por outras, uma infec¢do de transi¢do envolveu uma populacdo infectante
geneticamente mista, € aparentemente a substituicdo de linhagens tiveram origem a partir
da cavidade bucal dos parceiros sexuais. Estes resultados demonstraram que as linhagens
de infeccdes recorrentes de candidiase vaginal s@o geneticamente instaveis, € que o
tratamento com antifingicos pode resultar em sele¢ao de variantes previamente infectantes

e~ . . ~ . 8
ou substitui¢ao por linhagens geneticamente ndo relacionadas 3,

No contexto microevoluciondrio, nossas andlises de diversidade genética entre
(sub)populacdes mostraram convergéncia ancestral em seis (sub)populagdes de C. albicans
(CS, FE, FMC, HF, MA e MEP), e baixa divergéncia genética ancestral em duas
(sub)populacdes (AV e LAE), que em média correspondeu entre >1,2 e <4 substituicdes
alélicas para cada 100 loci, a partir de uma populacdo ancestral comum (Figura 8). Estes
resultados sugerem que mudangas microevoluciondrias podem ocorrer em algumas
(sub)populacdes de C. albicans isoladas de escolares saudaveis que apresentam uma mesma
origem geografica. Contudo, a investigacdo de microevolu¢do em (sub)populacdes de C.
albicans comensais, comparativamente com outros parametros do hospedeiro (i.e., hdbitos
nutricionais e higiénicos, alteragdes hormonais em fung¢do da idade,...), poderia ser
explorada. Andlises de Ca3 fingerprinting ttm mostrado (/) que um udnico grupo de
linhagens de C. albicans, geneticamente relacionado causando infeccdes, normalmente
predominam em uma determinada populacdo de pacientes em um determinado local

e 30,58,78-80,82
geografico

, € (ii) que as distincias genéticas observadas entre isolados de
diferentes regides excederam as distancias genéticas observadas entre isolados da mesma
regido, indicando especificidade regional de C. albicans™"". Estudos epidemioldgicos,
usando Southern blot hibridacdo com sonda Ca3, tém mostrado a existéncia de um grupo,
denominado A (diferente de outros dois grupos — B e C), constituido de subgrupos de C.
albicans geneticamente similares, e altamente prevalentes em uma variedade de tipos de

infec¢des de varios pacientes localizados em diferentes regides geogréficas. Tais resultados

foram indicativos da existéncia de um grupo ubiquo, que compreende o agente etioldgico
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predominante das candidiases, o qual poderia originar a partir de sua alta prevaléncia como
comensal. Estes estudos também sugeriram que a especificidade regional de C. albicans
poderia ser causada por evolucdo clonal, independentemente da existéncia de grupos de

linhagens ancestrais nao selecionados de modo ub1’qu081.

Empregando MLEE, andlises de agrupamento e genética de populacdes, os
resultados obtidos na presente pesquisa mostraram alta diversidade genética entre todos os
isolados bucais de C. albicans, com predominancia de alguns ETs e grupos de ETs
altamente relacionados dentro e entre as (sub)populacdes de escolares clinicamente
sauddveis, do municipio de Piracicaba, estado de Sdo Paulo, Brasil. A inexisténcia de
correlacdo foi observada entre ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e
(sub)populacao-especifica de escolares. Todas as (sub)populagdes de isolados nao
mostraram divergéncias significantes entre as freqiiéncias genotipicas observadas e
esperadas (teste de equilibrio de Hardy-Wienberg). Tais observagdes sugerem a hipétese de
que (sub)populagdes-especificas de escolares sauddveis ndo correspondem ao fator de
selecdo (sobrevivéncia diferencial) de ET-especifico ou grupos de ETs altamente
relacionados. A existéncia de um ou mais grupos de ETs altamente relacionados,
normalmente predominante dentro e entre (sub)populacdes de escolares, também foi
sugerida pelas andlises de agrupamento, contudo, sem correlagdo com as (sub)populacdes
de escolares. Estes resultados também sugerem a existéncia de rotas de disseminagdo
diretas e indiretas de C. albicans dentro e entre as (sub)populacdes de escolares, as quais
poderiam ser determinadas por pesquisas complementares como, por exemplo, o
isolamento de C. albicans a partir de ambientes escolares (salas de aula, refeitérios,
banheiros, bibliotecas particulares e publicas,...), alunos, professores e funcionarios. Dentro
do contexto microevoluciondrio, nossas andlises de diversidade genética entre
(sub)populacdes mostraram convergéncia ancestral em seis (sub)populagdes de C. albicans,
e baixa divergéncia genética ancestral em duas (sub)populacdes, que em média
correspondeu a >1,2 e <4 substituicdes alélicas para cada 100 loci, a partir de uma
populacdo ancestral comum. Estes resultados sugerem que mudangas microevoluciondrias
podem ocorrer em (sub)populacdes de C. albicans isoladas de escolares sauddveis que

apresentam uma mesma origem geografica. Contudo, a investigagdo de microevolu¢do em
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(sub)populacdes de C. albicans comensais, comparativamente com outros parametros do
hospedeiro (i.e., hdbitos nutricionais e higi€nicos, alteracdes hormonais em funcdo da
idade,...), poderia ser explorada. Finalmente, MLEE e outros métodos de genotipagem (i.e.,
Ca3 fingerprinting), andlises de agrupamento e genética de populacdes, poderiam ser
empregados para andlises atual e retrospectiva de isolados de C. albicans provenientes de
individuos sauddveis e pacientes imunocomprometidos, a fim de detectar a existéncia de
um grupo ubiquo (i.e., constituido de agentes etioldgicos, possivelmente de origem
comensal, predominantes em candidiases). Estes procedimentos poderiam conduzir ao
desenvolvimento de estratégias para prevencdo da transmissibilidade desses agentes entre
escolares saudéveis e escolares predispostos a desenvolverem candidiases a partir de uma

imunodeficiéncia congénita ou possivelmente adquirida.
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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a diversidade dentro e entre
(sub)populacdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de criancas sauddveis,
classificadas em cinco categorias socioecondmicas (A, B, C, D e E) do municipio de
Piracicaba, Estado de Sao Paulo, Brasil, por meio da eletroforese de enzima multiloco
(MLEE), andlises de agrupamento e genética de populacdes. Culturas de leveduras foram
submetidas a extragdo de proteinas por pérolas de vidro. As enzimas foram separadas em
gel de amido através de procedimentos eletroforéticos e reveladas por métodos descritos
previamente para 15 loci enzimaticos. Os padrdes de heterozigotos foram consistentes com
a natureza dipléide de C. albicans. Alta diversidade genética foi observada em todas as
(sub)populacdes com predominancia de alguns ETs. A inexisténcia de correlacdo foi
observada entre ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e (sub)populagcio-
especifica de criancas. Em adicdo, todas as (sub)populacdes de isolados nao mostraram
divergéncias significantes entre as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas (teste de
equilibrio de Hardy-Wienberg). Tais observacdes sugerem a hipdtese de que
(sub)populacdes de criangas sauddveis, de diversas classes socioecondmicas, nao
correspondem ao fator de selecdo (sobrevivéncia diferencial) de ET-especifico ou grupos
de ETs altamente relacionados. A existéncia de um ou mais grupos de ETs altamente
relacionados, normalmente predominante dentro e entre (sub)populacdes de criancgas,
também foi sugerida pelas andlises de agrupamento, contudo, sem correlagdo com qualquer
(sub)populacdo de criangas de determinada condi¢do socioecondmica. Estes resultados

também sugerem a existéncia de rotas de disseminacdo diretas e indiretas de C. albicans
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dentro e entre as (sub)populacdes de criangas, as quais poderiam ser determinadas por
pesquisas complementares como, por exemplo, o isolamento de C. albicans a partir de
ambientes de convivéncia socioecondmica (escolas de educacdo e esportes particulares ou
publicas e seus respectivos ambientes e profissionais,...). No contexto microevolucionario,
a convergéncia ancestral foi observada entre as (sub)populacdes de C. albicans isoladas das
(sup)populacdes de criancas da classes socioecondmicas B e C (média/alta), e D e E
(média/baixa). A divergéncia genética ancestral foi observada entre as (sub)populagdes de
isolados provenientes de criangas das classes socioecondmicas A (alta) e BC (média/alta),
A (alta) e DE (média/baixa), e BC (média/alta) e DE (média/baixa), que em média
correspondeu entre >1 e <2,3 substitui¢des alélicas para cada 100 loci, a partir de uma
populagdo ancestral comum. Essas observagdes sugerem a ocorréncia de mudangas
microevoluciondrias em algumas (sub)populagdes de C. albicans isoladas de criangas
sauddveis que apresentam a mesma condicdo socioecondmica. Ainda, uma baixa transicao
de subtipos de C. albicans pode estar ocorrendo entre determinadas (sub)populacdes de
criangas (i.e., baixa transicdo entre A e BC, A e DE, e BC e DE), o que também pode ser
explicado pelas suas proprias caracteristicas socioecondmicas e culturais. Contudo, a
investigacdo de microevolucdo em (sub)populacdes de C. albicans comensais,
comparativamente com outros parametros do hospedeiro (i.e., hdbitos nutricionais e
higi€nicos, alteracdes hormonais em funcao da idade,...), poderia ser explorada. Finalmente,
MLEE e outros métodos de genotipagem (i.e., Ca3 fingerprinting), andlises de
agrupamento e genética de populagdes, poderiam ser empregados para andlises atual e
retrospectiva de isolados de C. albicans provenientes de individuos sauddveis e pacientes
imunocomprometidos, a fim de detectar a existéncia de um grupo ubiquo (i.e., constituido
de agentes etioldgicos, possivelmente de origem comensal, predominantes em candidiases).
Estes procedimentos poderiam conduzir ao desenvolvimento de estratégias para prevencao
da transmissibilidade desses agentes entre criangas sauddveis e criancas predispostas a
desenvolverem candidiases a partir de uma imunodeficiéncia congénita ou possivelmente

adquirida, independentemente de suas condi¢des socioecondmicas e culturais.

Palavras chave: Candida albicans; MLEE; diversidade genética; criangas saudaveis;

categorias socioecondmicas.
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INTRODUCAO

Candida albicans e espécies relacionadas sdo encontradas, de modo ubiquo e
comensal, na microbiota de cavidades (retal, bucal, vaginal, uretral, nasal, aural) e pele

humana'"’

. As razdes pelas quais pessoas sauddveis abrigam tais espécies permanecem
desconhecidas. Entretanto, fatores nutricionais, interagdes com a microbiota bacteriana e
presenca de anticorpos salivares foram sugeridos para influenciar a incidéncia dessas
leveduras™'. Em adicao, estas espécies sao consideradas patégenos oportunistas capazes de
causar infeccdes, variando desde desordens mucocutineas ndo comprometedoras ao
individuo até doencas invasivas envolvendo quase todos os Orgdos. A freqiiéncia das
infec¢des por Candida vem aumentando mundialmente devido a uma multiplicidade de

fatores predisponentes (i.e. AIDS, diabetes, leucemia, cﬁncer,...)s"’92

, que facilita a
conversdo da forma comensal 2 existéncia parasitaria'®'®. O aumento destas infecgdes tem
sido associado com deficiéncias imunoldgicas, conforme as observacdes de inlimeros casos
de candidiase orofaringea em pacientes com AIDSY. A progressdao da colonizacdo para
infeccdo em mucosas foi relatada como um processo dependente do mecanismo de defesa

do hospedeiro e da habilidade de Candida spp. sobrepujar tal mecanismo>.

O interesse em adquirir um melhor entendimento sobre a patogé€nese,
epidemiologia, genética e evolucdo das infec¢cdes causadas por C. albicans tem conduzido

ao desenvolvimento de inimeras pesquisas, as quais empregaram métodos moleculares, tais

como MLEE (MMZfilOCMS Enzyme Elect}”OPhOI"eSiS)4’5’8’14’16’17’21-23’27’35’57-60’61’71’87’88’90’95-98’100,

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)10’18’19’29’32’33’42’46’47’90’93’99’137, REA

i . \11,29,48,51,69,83,108,121,132,133,140 . L
(Restriction  Endonuclease Analysis) "7 07000020 esien 0 Ca3  fingerprinting

(Southern blot hibridization with probe Ca3)2,45,53,64-66,70,80,85,90,102,112,115,116,128-130,144 e EK

(Electrophoretic Karyotyping)6’9'13’20’29’36’37’62’67’72'74’84’102’107’132’141.

A delineagdo de linhagens por eletroforese de enzima multiloco (MLEE) tem

76,82
2. Em termos de alelos

permitido avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes
especificos, as proporc¢des alélicas t€ém inferido o grau de recombinagdo genética em

populacdes naturais. Essas proporcdes também tém sido empregadas na avaliagdo dos graus
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de isolamento genético entre populacdes naturais, causado por regides geogréficas e
ecoldgicas ou barreiras bioldgicas. Seu emprego tem apresentado relevancias taxondmicas
e sistemdticas uma vez que, para microrganismos clonais, os graus de relacionamento inter
e intrapopulacional t€m sido analisados. Clones espécie-especifico identificados por MLEE
também foram associados com padrdes e reincidéncias clinicos, e altos indices de
patogenicidade. Tais resultados t€ém sido empregados em tracados epidemioldgicos, que
permitem melhor entendimento no desenvolvimento de epidemias, o que representa um
inestimdvel complemento aos métodos atuais de tipagem molecular, particularmente nos
estudos epidemioldgicos em larga escala. Adicionalmente, MLEE tem sido considerado um
método de tipagem com alto poder discriminatério e reprodutibilidadel5’17’48’76’82’90.
Considerados como marcadores neutros (i.e., invaridveis quando sofrem pressdes seletivas
ambientais), as isoenzimas metabdlicas t€ém apresentado grande potencialidade nos estudos
de caracterizacdo taxonOmica, sistemdtica, genética, evolutiva e epidemioldgica de C.

al bicans4,5,8,14,16,17,21-23,27,35,57-61,7 1,87,88,90,95-98,105

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a diversidade genética dentro e entre
(sub)populacdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de criancas saudaveis,
classificadas em cinco categorias socioecondmicas (A, B, C, D e E) do municipio de
Piracicaba, Estado de Sdo Paulo, por meio da eletroforese de enzima multiloco (MLEE),
andlises de agrupamento e genética de populagcdes. Resumidamente, os resultados obtidos
permitiram avaliar (i) os graus de diversidade genética entre os isolados de cada
(sub)populacao, (ii) os graus de diversidade genética entre todos os isolados, (iii) a
existéncia de subtipos (ETs) e grupos de isolados altamente relacionados, (iv) a distribui¢ao
e prevaléncia destes subtipos e grupos de isolados dentro e entre (sub)populacdes, (v) a
inexisténcia de correlagdo entre subtipos ou grupos de isolados e diferentes populagdes de
criancas sauddveis (diferentes classes socioeconOmicas), e (vi) microevolu¢do dentro e

entre (sub)populacdes de isolados.
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MATERIAL E METODOS

Procedéncia das amostras. O estudo envolveu 75 amostras de C. albicans

isoladas da cavidade bucal de 75 criangas clinicamente saudaveis, com idades variando

entre seis e nove anos, de ambos os sexos, classificadas em cinco categorias

socioecondmicas (A, B, C, D e E), do municipio de Piracicaba, estado de Sdo Paulo (Tabela

1 e Figura 1)”°. Estes isolados foram identificados por critérios morfolégicos, como

formacao de tubo germinativo, producdo de clamiddsporos, crescimento em meio

cromogénico CHROMagar Candida®, e testes de fermentacdo e assimilagdo de

carboidratos

75,81,106

Tabela 1. Relacdo das amostras de C. albicans
isoladas da cavidade bucal de 75 criangas
sauddveis, provenientes de cinco categorias
socioecondmicas.

N

Classes Socioecondmicas

B C D E
Al B4 Cc4 D5 E7
A7 B5 C5 D6 E8
A9 BI1 C9 D13 E10
Al0 BI13 C12 D14 E17
< AlS5 BI5 Cl16 D19 E25
= Al17 B16 C17 D20 E30
S A20 BI8 C20 D21 E32
S A21 B21 C23 D23 E39
< A23  B23 (32 D25  E43
3 A24 B24 C33 D28 E48
~ A30 B31 C36 D32 E52
SO A33 B32 C40 D5 E57
= A40 B33 C44
S A48 B38 C47
A50 B46 C48
AS52 B54
ASS5 B56
A61
A64
n 19 17 15 12 12
n corresponde ao numero de isolados. As classes

socioecondmicas foram determinadas previamente pelos
critérios da Associacdo Brasileira de Anunciantes e do
Instituto de Pesquisa de Mercado (ABA-ABIPEME).
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Figura 1. Localizago geogkéfica das populacdes
de isolados bucais de C. albicans. Municipio de
Piracicaba, estado de Sdo Paulo, Brasil.




Preparacao dos extratos celulares. Culturas de amostras de C. albicans foram
desenvolvidas em frascos contendo 5S0mL de meio YEPD (Extrato de Levedura 1% m/v,
Peptona 2% m/v e Glicose 2% m/v) a 37°C por 18 horas, sob agitacdo constante de

6,26

150rpm™~ (Incubadora Shaker mod. NT 712, Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos

de Laboratério Ltda.). Logo apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 3.000 x g

145, submetendo cada

por 5 minutos'#* e lavadas duas vezes em solug@o de NaCl a 0,9% m/v
lavagem a mesma forca centrifuga. Os pellets (~500uL) foram transferidos para tubos de
2mL (Biospec Products, Inc.), contendo 4dgua destilada gelada e pérolas de vidro (1:1:1).
Estas misturas permaneceram em gelo por 5 minutos e, posteriormente, foram agitadas
quatro vezes em aparelho BeadBeater® (Biospec Products, Inc.) por 30 segundos, com
intervalos de 1 minuto. Os fragmentos celulares centrifugados a 5.000 x g a 4°C por 5
minutos. As fases superiores aquosas resultantes foram aplicadas em papéis de filtro
Whatman n° 3 (wicks), com dimensdes de 12x5mm, e mantidas a -70°C até o momento de

us 03,95-98.

Eletroforese e coloracdo de enzimas especificas. Enzimas foram separadas
em gel de amido (Penetrose 30°, Refinacdes de Milho Brasil Ltda) a 13% m/v, com
dimensao de 200x120x10mm. Rapidamente, os wicks previamente preparados foram
embebidos com SuL de solucdo de azul-de-bromofenol a 0,02% m/v e aplicados
perpendicularmente ao corte longitudinal (20mm) do gel. A eletroforese foi conduzida em
sistema horizontal e continuo, sob tensdao de 130 volts a 4°C overnight (migracdo do
corante equivalente a 80mm). Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, a linhagem
padrao de C. albicans CBS-562 (Centralbureau voor Schimmelcultures, Delft, The
Netherlands) foi sistematicamente colocada nas extremidades de cada gel. Apds a corrida
eletroforética, o gel foi colocado sobre uma base de acrilico e fatiado em laminas de 1,5mm
de espessura, com auxilio de réguas sobrepostas e fio ndilon n°15"12218  Cyidadosamente,
estas laminas foram conduzidas ao interior de recipientes de porcelana branca e submetidas
ao processo de coloragdo por métodos descritos previamente para 11 sistemas (15 loci
enzimaticos) LI A atividades enziméticas analisadas foram: alcool desidrogenase,

sorbitol desidrogenase, manitol-1-fosfato desidrogenase, malato desidrogenase, isocitrato
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desidrogenase, glucose desidrogenase, glucose-6-fosfato desidrogenase, aspartato
desidrogenase, catalase, peroxidase e leucina aminopeptidase (Tabela 2). Expressoes
enzimaticas de malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e sorbitol desidrogenase
mostraram dois e trés loci geneticamente interpretativos (Mdh-1, Mdh-2 e Mdh-3; Idh-1 e
Idh-2; Sdh-1 e Sdh-2).

Interpretacao genética dos padrées de MLEE. Padroes de MLEE foram
interpretados seguindo a regra, comumente aceita, que permite a dedu¢do da composi¢ao
alélica de um organismo dipléide. Os eletromorfos (bandas) de cada enzima, numerados
e/ou ordenados alfabeticamente em disposicdo decrescente com relacio a mobilidade
enzimdtica anodal, foram comparados com os alelos do correspondente locus génico
estrutural. As (sub)populagdes de C. albicans foram caracterizadas pelas combinacdes dos
alelos de 15 loci génicos, de modo que distintas combinagdes alélicas de loci polimérficos
foram designadas de tipos eletroforéticos (ETs). O indice percentual de loci polimérficos
(freqiiéncia do alelo mais comum < 0.99), o nimero médio de alelos por locus, o nimero
médio de alelos por locus polimérfico e o nimero de alelos entre heterozigotos e
homozigotos também foram determinados®™**®*#2 A falta de uma detectdvel atividade
enzimdtica foi interpretada como dois alelos nulos do correspondente locus
génicol 62T SSTLTLIY.

Andlises de diversidade genética. Freqiiéncias alélicas e freqii€ncias
genotipicas observadas e esperadas (teste de Hardy-Weinberg) das (sub)populacdes de C.
albicans foram calculadas a partir de cada locus enzimatico 4468, Heterozigosidade foi
determinada pela equacdo h = 1 — 2 (piz), sendo p; a freqiiéncia média do alelo i na
populagéo”. A diversidade genética dentro e entre as (sub)populacdes de isolados bucais

foi determinada pelo coeficiente de distdncia genética de Nei (1972),

Zk ‘xkl‘ X ‘

d; =~In ﬁ , 0 qual admite a utilizagdo de dados a partir de freqii€éncias gé€nicas
X.. X,
k7 ki kj

,1° 78 . « A . s . .
ou alélicas’™. Deste modo, as matrizes de distdncia genética (trellis diagrams) foram

elaboradas e tratadas pelo método de agrupamento SHAN algoritmo UPGMA (Unweighted
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Tabela 2. Relacdo das enzimas metabdlicas de C. albicans e seus respectivos sistemas eletroforéticos e solugdes para coloracao.

ENZIMA TAMPAO COMPOSTOS PARA COLORACAO
- SAL CORANTE
Ec NOME SIMBOLO ELETRODO ! GEL SUBSTRATO TAMPAO
COENZIMA CATALISADOR
1.1.1.1. Alcool desidrogenase ~ ADH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Etanol (3mL) 200mM Tris-HC1 NAD 1% PMS 1% (500uL)
Isopropanol (2mL) pH 8.0 (50mL) 2 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.14. Sorbitol desidrogenase SDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Sorbitol (250mg) Tris-HC1 50mM pH NAD 1% PMS 1% (500uL)
8.0 (50mL)* (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.17. Manitol-1-fosfato MI1P Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Manitol-1-fosfato Tris-HCI 100mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (5mg) pH 8.5 (50mL) 4 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.37. Malato desidrogenase =~ MDH Tris-citrato pH 8.0 Tampio do eletrodo 1:29 2M Acido malico Tris-HC1 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
(6mL)® pH 8.0 (40mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.42. Isocitrato IDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 IM Acido isocitrico Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (2mL) ¢ pH 8.0 (40mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.47. Glucose desidrogenase GDH Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 D-glucose (500mg) Tris-HCI 200mM NAD 1% PMS 1% (500uL)
pH 8.0 (50mL) (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.1.1.49. Glucose-6- fosfato G6PDH Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 Glicose-6-fosfato Tris-HCI 200mM 100mM MgCl, NADP 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (100mg) pH 8.0 (50mL) 2 (1ImL)” (ImL) MTT 1.25% (1mL)
1.43.x. Aspartato ASD Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 Acido aspartico Fosfato de sodio NAD 1% PMS 1% (500uL)
desidrogenase (50mg) pH 7.0 (50mL) 8 (2mL) MTT 1.25% (1mL)
1.11.1.6. Catalase’ CAT Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29
1.11.1.7. Peroxidase PO Tris-citrato pH 8.0 Tampao do eletrodo 1:29 H,0, 3% (1mL) 100mM Acetato de o-dianisidina 2HC1
s6dio pH 4.5 (16mg)
(50mL) '
34.11.1. Leucina LAP Tris-citrato pH 8.0 Tampdo do eletrodo 1:29 L-leucina - 100mM Fosfato de ~ 100mM MgCl, Black K (30mg)
aminopeptidase naftilamida HC1 (30 Potdssio pH 5.5 (ImL)’
mg) (50mL) !

! 83.2g de C4H;;NO; (Tris), 33.09g de C¢HgO,.H,O (Acido citrico), 1L def H,0O; 2 24.2g de C4HNOj (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCl); 3 6.05g de C4HNO; (Tris), 1L de H,O
(pH ajustado com HCl); 4121 g de C4H,;NO; (Tris), 1L de H,O (pH ajustado com HCI); 5 26.8g de C4H¢Os (Acido DL-mélico) e 16g de NaOH em 0.1L de H,O (precaugdo: reacdo
potencialmente explosiva); ©29.41 g de CgH50,Na; . 2H,0 (Acido DL-isocitrico) em 0.1L de H,0; 7 2.03g de MgCl,.6HCI (Cloreto de magnésio) em 0.1L de H,O; 8 Misturar partes
iguais de 27.6g de NaH,PO, . H,O (Fosfato de s6dio monobasico monohidratado) em 1L de H,O e 53.6g de Na,HPO, . 7H,0 (Fosfato de sédio dibasico heptahidratado) em 1L de H,O,
entdo diluir a mistura 1:25 com H,0; ®° Incubar a fatia do gel por 30 minutos a 0°C em 50mL de tampdo de 0.1M fosfato de sédio pH 7.0, entdio decantar a solucfio, e imergir a fatia em
50mL de solugdo de iodeto de potassio 1.5% (KI) por 2 minutos. Por conseguinte, enxaguar a fatia do gel com 4gua, e imergi-la em 50mL de solu¢do de peréxido de hidrogénio 0.03%

(H,0,). Misturar cuidadosamente e remover a solucio corante quando zonas brancas surgirem sobre o fundo azul escuro; 10 13.61g de C,H;0,Na . 3H,0 (Acetato de sédio), 1L de H,O;

13.61g de KH,PO, (Fosfato de potéssio), 1L de H,O.
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Pair-Group Method Using an Arithmetic Average), a fim de gerar arvores com

o . .. . 123,124
classificagdes bidimensionais, denominadas dendrogramas38’ 3,

. Para determinacdo da
concordancia entre os valores de distdncia genética implicitos nos dendrogramas e os
valores de distancia genética explicitos nas matrizes foi empregado o coeficiente de

correlacdo cofenética baseado no produto-momento de Pearson,

P — —
(s =YDy = ¥0) - P :
,Z:; ARG 38.5036124-126  Egsas andlises foram realizadas com o

S

rk' = =

\/SkSi \/Z(yij_yi)z\/Z(ykj_yk)z

auxilio do programa NTSYS-pc 1.70%. A linhagem-padrdao de C. albicans CBS-562

(Centralbureau voor Schimmelcultures, Delft, The Netherlands) foi incluida neste
experimento a fim de estabelecer a correlacdo cofenética entre os isolados bucais de C.

albicans e determinar a reprodutibilidade24’30’3l’l39.
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RESULTADOS

Interpretacao genética dos padroes de MLEE. A interpretagdo genética dos
padroes de MLEE (Figura 2) mostrou caracteristicas genéticas intrinsecas para cada

(sub)populacao de C. albicans (Tabela 3 e Figura 3):

Populacio Total (75 isolados): Quatorze (93,3%) de 15 loci enzimaticos foram polimoérficos
para um, dois ou trés alelos (1 alelo: Idh-2 eaténciadoalelobou e <1% 075%), 5 41e]0s: Cat, Gdh T4
do alelo ¢ ou d <1% (0,67%)’ Mdh-2, Mdh-3 freqiiéncia do alelo a <1% (0,86%)’ Po e Sdh-2 freqiiéncia do alelo ¢ ou d <1%
©67%. 3 alelos: Adh, Asd, G6pdh, Idh-1, Lap, M1p, Mdh-1). Apenas 1 (6,7%) locus enzimatico
foi monomérfico para um alelo (Sdh-1). O niimero médio de alelos por locus foi igual a 2,80,
enquanto que o nimero médio de alelos por locus polimoérfico foi igual a 2,92. As combina¢des
dos alelos existentes em 15 loci enzimdticos mostraram 43 (57,3%) ETs nesta populagdo.
Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimadticas (2 bandas: Adh, Asd, G6pdh, Gdh, Idh-
1, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2 Sugestive de enzima diméricay “pyy o
os homozigotos foram observados um alelo nos loci Gdh, Idh-2, Mdh-2 e Sdh-1, dois alelos nos
loci Adh, Asd, Cat, Idh-1, Lap, Mdh-1, Mdh-3, Po e Sdh-2, e trés alelos nos loci G6pdh e M1p
(Tabela 4).

Populacio da classe socioecondomica A (19 isolados): Quatorze (93,3%) de 15 loci
enzimdticos foram polimdrficos para dois, trés ou quatro alelos (2 alelos: Adh, Cat, Lap, Mdh-
1, Mdh-2 e Po; 3 alelos: Asd, G6pdh, Idh-1, Idh-2, M1p, Mdh-3 e Sdh-2; 4 alelos: Gdh).
Apenas 1 (6,7%) locus enzimatico foi monomorfico (Sdh-1). O niimero médio de alelos por
locus foi igual a 2,53, enquanto que o niimero médio de alelos por locus polimérfico foi igual a
2,69. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enzimaticos mostraram 17 (89,4%) ETs.
Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimadticas (2 bandas: Adh, Asd, G6pdh, Gdh, Idh-
1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram
observados um alelo nos loci Adh, Gdh, Idh-2, Lap, Po, Sdh-1 e Sdh-2, dois alelos nos loci
Asd, Cat, Idh-1, M1p, Mdh-1 e Mdh-3, e trés alelos no locus G6pdh (Tabela 5).

Populacio da classe socioecondomica B (17 isolados): Seis (40%) de 15 loci enzimaticos
foram polimérficos para dois alelos (Adh, G6pdh, Lap, Mdh-1, Mdh-2 e Po). Nove (60%) loci
enzimdticos foram monomorficos (Asd, Cat, Gdh, Idh-1, Idh-2, M1p, Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,40, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimérfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 11 (64,7%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimaticas (2 bandas:
Adh, G6pdh, Lap, Mdh-1, Mdh-2 e Po; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram
observados um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-3, Po,
Sdh-1 e Sdh-2, e dois alelos no locus G6pdh (Tabela 6).

Populacio da classe socioecondomica C (15 isoladoes): Cinco (33,3%) de 15 loci enzimdticos
foram polimérficos para dois ou trés alelos (2 alelos: Mdh-1, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 alelos:
Adh). Dez (66,7%) loci enzimaticos foram monomorficos (Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2,
Lap, M1p, Mdh-3 e Sdh-1). O nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,40, enquanto que
o nimero médio de alelos por locus polimoérfico foi igual a 2,20. As combinagdes dos alelos
existentes em 15 loci enzimdticos mostraram 11 (73,3%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e
trés bandas enzimaticas (2 bandas: Adh, Mdh-1, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre
os homozigotos foram observados um alelo nos loci Adh, Asd, Cat, G6pdh, Gdh, Idh-1, Idh-2,
Lap, M1p, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Po e Sdh-1, e dois alelos no locus Sdh-2 (Tabela 7).
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Populacio da classe socioecondmica D (12 isolados): Nove (60%) de 15 loci enzimaticos
foram polimérficos para dois alelos (Adh, Asd, G6pdh, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2).
Seis (40%) loci enzimaticos foram monomorficos (Cat, Idh-2, Lap, Mdh-1, Mdh-3 e Sdh-1). O
nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,60, enquanto que o nimero médio de alelos por
locus polimorfico foi igual a 2. As combinacdes dos alelos existentes em 15 loci enziméticos
mostraram 6 (50%) ETs. Heterozigotos revelaram duas e trés bandas enzimdticas (2 bandas:
Adh, Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos
foram observados um alelo nos loci Adh, Cat, Gdh, Idh-1, Idh-2, Lap, Mdh-1, Mdh-3, Po e
Sdh-1, e dois alelos nos loci G6pdh, M1p e Sdh-2 (Tabela 8).

Populacio da classe socioecondomica E (12 isolados): Dez (66,7%) de 15 loci enzimaticos
foram polimérficos para dois ou e trés alelos (2 alelos: Asd, G6pdh, Gdh, Idh-1, Lap, Mlp,
Mdh-2, Po e Sdh-2; 3 alelos: Adh). Cinco (33,3%) loci enzimaticos foram monomorficos (Cat,
Idh-2, Mdh-1, Mdh-3 e Sdh-1). O nimero médio de alelos por locus foi igual a 1,73, enquanto
que o nimero médio de alelos por locus polimérfico foi igual a 2,11. As combinacdes dos
alelos existentes em 15 loci enzimdticos mostraram 12 (100%) ETs. Heterozigotos revelaram
duas e trés bandas enzimadticas (2 bandas: Adh, Asd, Gdh, Idh-1, M1p, Mdh-2, Po e Sdh-2; 3
bandas: Mdh-2). Entre os homozigotos foram observados um alelo nos loci Asd, Cat, Gdh, Idh-
1, Idh-2, M1p, Mdh-1, Mdh-3, Sdh-1 e Sdh-2, e dois alelos nos loci Adh, G6pdh, Lap e Po
(Tabela 9).

Figura 2. Zimograma representativo da expressao enzimadtica de isolados bucais de C. albicans provenientes
de 75 criancas saudaveis.
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Migragdo de enzimas ocorre a partir do pdlo negativo (catodo) para o pdlo positivo (anodo). Da esquerda para direita tem-
se a amostra Ai1o, A9, A1s, A21, A7, Aca, Aso, Ass, A20, A24, A17, Ac1, As2, A23, A33, Ado, A1, A3o, A4s, B4, B31, B24, B3s, Bai,
Bs, B33, Bi1, Bi3, Bss, Bis, Bis, Bs4, Bis, Bas, B23, B32, Cs, Ca7, Ci6, C23, Cas, C17, Ci2, C32, Ca, C20, Ca4, Ca0, C33, C36, Co,
CBSse2, E7, E17, E39, Es2, Es7, Eio, E4s, E2s, E32, D36, D19, De, D13, D2s, D23, D25, Ds, D32, D14, D21, D20, E3o, E43 e Es.
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Tabela 3. Caracteristicas genéticas das (sub)populagdes de C. albicans.

Loci Polimérficos Média ETs H h
Populacdes % n alelos alelos/ alel.o S/, n % nbandas n alelos
locus locus polimérfico
A 14 93,3 2-34 2,53 2,69 17 89,5 2-3 1-2-3
B 6 40 2 1,4 2 11 64,7 2-3 1-2
C 5 33,3 2-3 1,4 2,2 11 733 2-3 1-2
D 9 60 2 1,6 2 6 50 2-3 1-2
E 10 66,7 2-3 1,73 2,11 12 100 2-3 1-2
Média 8,8 - 1,732 2,2 - 75,5 -
Desvio Padrdo + 3,56 - - 10,468 +0,286 - +19,8 -
TOTAL 14 93,3 1-2-3 2,80 2,92 43 57,3 2-3 1-2-3

ETs, H e h correspondem aos tipos eletroforéticos, heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

Figura 3. Caracteristicas genéticas das (sub)populagdes de C. albicans: i. Numero de locus polimoérfico; ii.
Indice percentual do niimero de ETs; iii. Nimero médio de alelos por locus; iv. Nimero médio de alelos por
locus polimorfico.
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Tais resultados indicaram que 31 criancas sauddveis (A =12;B=4;C=7;D =
2; E = 6) abrigaram na cavidade bucal diferentes ETs de C. albicans. Todavia, ETs
idénticos foram encontrados em criancas classificadas somente na classe socioecondmica A
(ET1A1.a30) ou B (ET10g4B16-B46.854), Ou ainda, nas classes socioecondmicas A e¢ B
(ET314a20-856), A, B e C (ET33450.833-c32), A, D € E (ET23a55.p5-p19-D21-D32-E10 € ET24415.421-
p23-D25-D36-E8), B € C (ET9831.c5s € ET37p35.c4), B, C € E (ET32p5.B11-B13-B23-C17-C36-C40-C44-C4-
g57), B € E (ET34p51.52), €, finalmente, nas classes D e E (ET4py0-pas € ET28p6.p14-E32). ETS
idénticos ndo foram identificados em criancas das classes socioecondmicas B e D, C e D,

ou ainda, em criancas classificadas apenas na classe socioecondmica E (Tabela 10, Figura
4).
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Tabela 4. Perfis alélicos em 43 ET's enzimadticos de C. albicans provenientes de 75 criangas saudaveis.

ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS®

ET No. de

isolados ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 2 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
2 1 ab ab aa bb ab ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
3 1 ab ab aa cc ab ac aa aa aa aa ab cc aa aa aa
4 2 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
5 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
6 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
7 1 ab bb aa bb bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
8 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
9 2 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
10 4 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
11 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
12 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa ab
13 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
14 1 ab bb aa cc bb aa aa ab bb ab ab - aa aa bb
15 1 ab bb aa cc bb aa - aa bb ab bb - ab aa bb
16 1 bb ab aa aa bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
17 1 bb ab aa aa bb - aa aa bb aa ab cc ab aa bb
18 1 bb ab aa bb bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
19 1 bb ab aa bb bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
20 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa bb
21 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc ab aa bb
22 1 bb ab aa cc ab ac aa ab bb aa ab cc ab aa bb
23 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 6 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
25 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
26 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bc aa ab bb aa aa bb
27 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
28 3 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
29 1 bb ab aa cc cd bb bc aa cc cc - ab ab aa bb
30 1 bb bb aa bb bb aa aa aa bc aa ab bb ab aa bb
31 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 10 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 3 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
34 2 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
35 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
36 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc ab aa bb
37 2 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb
38 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa aa
39 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa bb
40 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa bb - ab aa bb
41 1 bb cc bb bb ab ac aa aa ab aa ab cc ab - cd
42 1 bc bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
43 1 cc bb aa cc bb aa aa cc bb aa ab cc bb aa bb
43 > 75

. Heterozigotos sdo apresentados como ab, ac, bc e cd. (-) alelo nulo.
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Tabela 5. Perfis alélicos em 17 ETs enzimdticos de C. albicans isolados de 19 criancas sauddveis,
provenientes da classe socioecondmica A.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS’

isolados

ADH ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

1 2 ab ab aa ab bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
6 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
16 1 bb ab aa aa bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
17 1 bb ab aa aa bb - aa aa bb aa ab cc ab aa bb
18 1 bb ab aa bb bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
20 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa bb
21 1 bb ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc ab aa bb
22 1 bb ab aa cc ab ac aa ab bb aa ab cc ab aa bb
23 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 2 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
26 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bc aa ab bb aa aa bb
27 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc aa aa bb
29 1 bb ab aa cc cd bb bc aa cc cc - ab ab aa bb
30 1 bb bb aa bb bb aa aa aa bc aa ab bb ab aa bb
31 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
41 1 bb cc bb bb ab ac aa aa ab aa ab cc ab - cd

) Heterozigotos sdo apresentados como ab, ac, bc e cd. (-) alelo nulo.

Tabela 6. Perfis alélicos em 11 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 17 criancas saudaveis,
provenientes da classe socioecondmica B.

gT No-de ALELOS DE 15 Loci ENZIMATICOS®

isolados 11 ASD CAT G6PDH GDH IDH.1 IDH2 LAP MIP MDH.1 MDH2 MDH:3 PO SDH.1 SDH.2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

7 1 ab bb aa bb bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
9 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
10 4 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
11 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
14 1 ab bb aa cc bb aa aa ab bb ab ab - aa aa bb
31 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
32 4 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
34 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
35 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb
37 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb

" Heterozigotos sdo apresentados como ab. (-) alelo nulo.
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Tabela 7. Perfis alélicos em 11 ETs enzimdticos de C. albicans isolados de 15 criancas sauddveis,
provenientes da classe socioecondmica C.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS®
isolados 1 ASD CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

9 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
13 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
15 1 ab bb aa cc bb aa - aa bb ab bb - ab aa bb
32 5 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
33 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - aa aa bb
36 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc ab aa bb
37 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - aa aa bb
38 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa aa
39 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa ab - ab aa bb
40 1 bb bb aa cc bb aa - aa bb aa bb - ab aa bb
42 1 bc bb aa cc bb aa - aa bb aa ab cc aa aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e be. (-) alelo nulo.

Tabela 8. Perfis alélicos em 6 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 12 criancas sauddveis, provenientes
da classe socioeconomica D.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS®
isolados 1 ASD  CAT G6PDH GDH IDH-1 IDH2 LAP MIP MDH-1 MDH2 MDH3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

3 1 ab ab aa cc ab ac aa aa aa aa ab cc aa aa aa
4 1 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
19 1 bb ab aa bb bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
23 4 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 3 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
28 2 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.

Tabela 9. Perfis alélicos em 12 ETs enzimaticos de C. albicans isolados de 12 criancas saudaveis,
provenientes da classe socioecondmica E.

ET No. de ALELOS DE 15 Locl ENZIMATICOS®
isolados 1 ASD  CAT G6PDH GDH IDH-I IDH-2 LAP MIP MDH-1 MDH-2 MDH-3 PO SDH-1 SDH-2

CBS-562  bb bb aa cc bb aa aa aa bb ab ab cc ab aa bb

2 1 ab ab aa bb ab ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
4 1 ab ab aa cc ab ac aa aa ab aa ab cc aa aa ab
5 1 ab ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
8 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa ab
12 1 ab bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa ab
23 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc aa aa bb
24 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
25 1 bb ab aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
28 1 bb ab aa cc bb ac aa aa bb aa ab cc ab aa bb
32 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab cc ab aa bb
34 1 bb bb aa cc bb aa aa aa bb aa ab - ab aa bb
43 1 cc bb aa cc bb aa aa cc bb aa ab cc bb aa bb

" Heterozigotos sio apresentados como ab e ac. (-) alelo nulo.
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Tabela 10. Distribui¢do de 43 ETs enzimaticos de C. Figura 4. Perfil quantitativo dos ETs enzimaticos
albicans entre 75 criangas sauddveis, provenientes de de C. albicans.
cinco categorias socioecondmicas.

ET CLASSES SOCIOECONOMICAS ET1
A B C D E ET2

! : : : : et
) - ) ) ) ET4
3 ) i i - ETS
4 i i i ET6
5 . . . - ET7
6 - - - - ET8
7 -- - - - ET9
8 - - - - Il 1o
9 - - - ET11
I palimay
- - - - ETI3

3 ) ) ; - - ET14
! - - ) ) ETI5
s ) - ) i ET16
16 1 i . i i ET17
17 1 . . . . ETI8
19 - - - - ET20
20 1 - - - . ET21
21 | - - - - ET22
22 1 - - - ET23
gi 1 - - ET24
- - - - . ET25
5 - - - - - ET26
S FT28
29 - . ET29
30 . . ET30
31 . . ET31
32 . ET32
33 - - ET33
34 - ET34
35 - - ET35
36 - - ET36
2; - - ET37
3 ) ) ET38
10 i i ET39
B - . . . ET40
2 . . - : ET41
43 - - - - ET42
T19 17 T15 T12 T12 ET43

B ETs de C. albicans compartilhados entre n criangas classificadas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
em classes socioecondmicas e - corresponde a auséncia do ET. NUMERO DE ISOLADOS
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Analises de diversidade genética. A heterozigosidade média da populacio total

(Tabela 11) de isolados foi igual a 0,191. Heterozigosidade média igual a 0,276, 0,251, 0,275,

0,290 e 0,284, foi observada em (sub)populacdes de C. albicans isoladas de criangas

provenientes das classes socioecondmicas A, B, C, D e E, respectivamente (Tabelas 12 a 16 e

Figura 5). Em todas as (sub)populacdes avaliadas pelo teste de equilibrio de Hardy-Wienberg

ndo ocorreu divergéncia significante entre as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas

(Tabelas 17 a 22).

Tabela 11. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populacdo total de C. albicans isolada de 75 criangas
saudaveis.

Tabela 12. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populagdo de C. albicans isolada de criangas saudéaveis
provenientes da classe socioecondmica A.

Loci Alelos H Loci Alelos H
p(a) pb)  plo  pld (@) pb)  plo  pd

Adh 0,138 0,842 0,020 0 0,272 Adh 0,08 0,92 0 0 0,147
Asd 0,224 0,763 0,013 0 0,367 Asd 0,40 0,55 0,05 0 0,535
Cat 0,987 0,013 0 0 0,026 Cat 0,95 0,05 0 0 0,095
G6pdh 0,040 0,092 0,868 0 0,237 G6pdh 0,16 0,21 0,63 0 0,533
Gdh 0,052 0,934 0,007 0,007 0,125 Gdh 0,10 0,84 0,03 0,03 0,283
Idh-1 0,894 0,013 0,093 0 0,192 Idh-1 0,78 0,05 0,17 0 0,360
Idh-2 0,984 0,008 0,008 0 0,032 Idh-2 0,94 0,03 0,03 0 0,115
Lap 0,974 0,013 0,013 0 0,051 Lap 0,97 0,03 0 0 0,058
Milp 0,046 0,928 0,026 0 0,136 Mlp 0,08 0,82 0,10 0 0,311
Mdh-1 0,967 0,020 0,013 0 0,064 Mdh-1 0,95 0 0,05 0 0,095
Mdh-2 0,487 0,513 0 0 0,500 Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500
Mdh-3 0,009 0,042 0,949 0 0,098 Mdh-3 0,03 0,15 0,82 0 0,304
Po 0,684 0,316 0 0 0,432 Po 0,71 0,29 0 0 0,412
Sdh-1 1,000 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,059 0,927 0,007 0,007 0,137 Sdh-2 0 0,94 0,03 0,03 0,115

H média (loci polimérficos) = 0,191

Tabela 13. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populacdo de C. albicans isolada de criancas sauddveis
provenientes da classe socioeconomica B.

H média (loci polimérficos) = 0,276

Tabela 14. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes
da populacdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis
provenientes da classe socioecondmica C.

Loci Alelos H Loci Alelos H
p(a) p)  plo)  p(d) pla) pb)  pl)  pd

Adh 0,24 0,76 0 0 0,365 Adh 0,10 0,87 0,03 0 0,232
Asd 0 1,00 0 0 0 Asd 0 1,00 0 0 0
Cat 1,00 0 0 0 0 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0 0,06 0,94 0 0,113 G6pdh 0 0 1,00 0 0
Gdh 0 1,00 0 0 0 Gdh 0 1,00 0 0 0
Idh-1 1,00 0 0 0 0 Idh-1 1,00 0 0 0 0
Idh-2 1,00 0 0 0 0 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 0,97 0,03 0 0 0,058 Lap 1,00 0 0 0 0
Mip 0 1,00 0 0 0 Mip 0 1,00 0 0 0
Mdh-1 0,97 0,03 0 0 0,058 Mdh-1 0,97 0,03 0 0 0,058
Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500 Mdh-2 0,43 0,57 0 0 0,490
Mdh-3 0 0 1,00 0 0 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,71 0,29 0 0 0,412 Po 0,63 0,37 0 0 0,466
Sdh-1 1,00 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0 1,00 0 0 0 Sdh-2 0,07 0,93 0 0 0,130

H média (loci polimérficos) = 0,251
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Tabela 15. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes Tabela 16. Freqiiéncias alélicas e heterozigosidades resultantes

da populagdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis da populagdo de C. albicans isolada de criangas saudédveis
provenientes da classe socioeconémica D. provenientes da classe socioecondmica E.

Loci Alelos H Loci Alelos H

pla) pb)  plo)  pd pla) pb)  ple)  pd

Adh 0,08 0,92 0 0 0,147 Adh 0,21 0,71 0,08 0 0,445
Asd 0,50 0,50 0 0 0,500 Asd 0,29 0,71 0 0 0,412
Cat 1,00 0 0 0 0 Cat 1,00 0 0 0 0
G6pdh 0 0,08 0,92 0 0,147 G6pdh 0 0,08 0,92 0 0,147
Gdh 0,08 0,92 0 0 0,147 Gdh 0,08 0,92 0 0 0,147
Idh-1 0,79 0 0,21 0 0,332 Idh-1 0,88 0 0,12 0 0,211
Idh-2 1,00 0 0 0 0 Idh-2 1,00 0 0 0 0
Lap 1,00 0 0 0 0 Lap 0,92 0 0,08 0 0,147
Milp 0,12 0,88 0 0 0,211 Milp 0,04 0,96 0 0 0,077
Mdh-1 1,00 0 0 0 0 Mdh-1 1,00 0 0 0 0
Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500 Mdh-2 0,50 0,50 0 0 0,500
Mdh-3 0 0 1,00 0 0 Mdh-3 0 0 1,00 0 0
Po 0,71 0,29 0 0 0,412 Po 0,62 0,38 0 0 0,471
Sdh-1 1,00 0 0 0 0 Sdh-1 1,00 0 0 0 0
Sdh-2 0,12 0,88 0 0 0,211 Sdh-2 0,17 0,83 0 0 0,282
H média (loci polimérficos) = 0,290 H média (loci polimérficos) = 0,284

Figura 5. Perfis da heterozigosidade média (loci polimérficos)
de diferentes (sub)populacoes de C. albicans.

05 -
04 |
031 Lx I Cx t L
0,2

0,1

Heterozigosidade média
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Tabela 17. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimaticos (14 polimoérficos/1
monomdrfico), resultantes da populacdo total de C. albicans isolada de 75 criangas saudaveis.

Loci Genoétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada  v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,020 0 0,033
bb 0,693 0,706 0,590 0,614
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,281 0,236 0,364 0,285
ac 0 0,005 0 0,013
bc 0,013 0,033 0,023 0,054
1,0 1,0 % 0,465 1,0 1,0 ¥ 0,486
Asd aa 0 0,051 0 0,057
bb 0,534 0,578 0,500 0,545
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,453 0,345 0,477 0,352
ac 0 0,006 0 0,011
be 0 0,020 0 0,034
10 1,0 ¥ 1,089 1,0 £1,0 £1,104
Cat aa 0,987 0,974 0,977 0,955
bb 0,013 <0,001 0,023 <0,001
ab 0 0,026 0 0,045
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
G6pdh aa 0,027 0,002 0,045 0,003
bb 0,080 0,009 0,136 0,022
cc 0,866 0,750 0,796 0,633
ab 0,027 0,007 0,023 0,017
ac 0 0,070 0 0,090
bc 0 0,162 0 0,235
10 10 £1273 1,0 1,0 £1,516
Gdh aa 0 0,003 0 0,008
bb 0,880 0,871 0,795 0,785
cc 0 <0,001 0 <0,001
dd 0 <0,001 0 <0,001
ab 0,107 0,100 0,182 0,161
ac 0 0,001 0 0,002
ad 0 0,001 0 0,002
bc 0 0,012 0 0,021
bd 0 0,012 0 0,021
cd 0,013 <0,001 0,023 <0,001
10 10 £2,003 1,0 £1,0 £2,011
Idh-1 aa 0,797 0,795 0,698 0,701
bb 0,014 <0,001 0,023 0,001
cc 0 0,009 0 0,019
ab 0 0,025 0 0,039
ac 0,189 0,168 0,279 0,234
be 0 0,003 0 0,006
10 1,0 £ 1,011 1,0 1,0 £1,028
Idh-2 aa 0,985 0,970 0,972 0,946
bb 0 <0,001 0 <0,001
cc 0 <0,001 0 <0,001
ab 0 0,015 0 0,027
ac 0 0,015 0 0,027
be 0,015 <0,001 0,028 <0,001
1,0 1,0 £ 2,000 1,0 1,0 £ 2,000
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Tabela 17. Continuagdo.

Loci Gendtipo Freqiiéncia (Isolados) 12 Freqiiéncia (ETS) 12
Enzimaticos Observada Esperada  v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Lap aa 0,960 0,948 0,932 0,912
bb 0 <0,001 0 <0,001
cc 0,013 <0,001 0,023 <0,001
ab 0,027 0,026 0,045 0,043
ac 0 0,025 0 0,044
bc 0 <0,001 0 0,001
21,0 1,0 £1,0 1,0 21,0 £ 1,001
Milp aa 0,013 0,002 0,023 0,006
bb 0,880 0,859 0,795 0,765
cc 0,013 0,001 0,023 0,002
ab 0,067 0,086 0,114 0,140
ac 0 0,003 0 0,007
bc 0,027 0,049 0,045 0,080
10 1,0 0,287 1,0 10 £0,283
Mdh-1 aa 0,960 0,948 0,932 0,911
bb 0 <0,001 0 0,001
cc 0,013 <0,001 0,023 0,001
ab 0,027 0,026 0,045 0,043
ac 0 0,025 0 0,044
bc 0 <0,001 0 0,001
£1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 ¥ 1,001
Mdh-2 aa 0 0,237 0 0,227
bb 0,027 0,264 0,047 0,274
ab 0,973 0,499 0,953 0,499
21,0 1,0 0,898 1,0 1,0 £ 0,828
Mdh-3 aa 0 <0,001 0 <0,001
bb 0,035 0,002 0,065 0,007
cc 0,948 0,899 0,903 0,815
ab 0,017 0,001 0,032 0,003
ac 0 0,016 0 0,029
bc 0 0,082 0 0,146
10 10 ¥ 1,038 1,0 10 £1,039
Po aa 0,374 0,463 0,409 0,480
bb 0,013 0,102 0,023 0,094
ab 0,613 0,435 0,568 0,426
21,0 1,0 £ 0,168 1,0 1,0 £0,112
Sdh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 £0,0 1,0 1,0 20,0
Sdh-2 aa 0,027 0,004 0,045 0,011
bb 0,893 0,858 0,818 0,766
cc 0 <0,001 0 <0,001
dd 0 <0,001 0 <0,001
ab 0,067 0,112 0,114 0,179
ac 0 0,001 0 0,002
ad 0 0,001 0 0,002
bc 0 0,012 0 0,020
bd 0 0,012 0 0,020
cd 0,013 <0,001 0,023 <0,001
10 1,0 £2,168 1,0 10 £2,141

* A . P A . z1: Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 18. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (14 polimérficos/1
monomorfico), resultantes da (sub)populacdo de C. albicans isolada de criancas saudaveis provenientes da classe
socioecondmica A.

Loci Genétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=0,01 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,006 0 0,003
bb 0,842 0,848 0,882 0,886
ab 0,158 0,146 0,118 0,111
£1,0 1,0 £ 0,007 1,0 21,0 £ 0,004
Asd aa 0 0,155 0 0,146
bb 0,158 0,305 0,176 0,312
cc 0,053 0,003 0,059 0,004
ab 0,789 0,436 0,765 0,427
ac 0 0,042 0 0,045
be 0 0,059 0 0,066
21,0 1,0 1,510 1,0 21,0 T 1,469
Cat aa 0,947 0,897 0,941 0,885
bb 0,053 0,003 0,059 0,004
ab 0 0,100 0 0,111
£1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
G6pdh aa 0,105 0,025 0,118 0,022
bb 0,158 0,044 0,176 0,042
cc 0,632 0,400 0,647 0,419
ab 0,105 0,066 0,059 0,060
ac 0 0,199 0 0,191
be 0 0,266 0 0,266
21,0 1,0 £1,174 1,0 21,0 1,431
Gdh aa 0 0,011 0 0,014
bb 0,737 0,709 0,706 0,678
cc 0 <0,001 0 <0,001
dd 0 <0,001 0 <0,001
ab 0,210 0,177 0,235 0,194
ac 0 0,006 0 0,007
ad 0 0,006 0 0,007
be 0 0,045 0 0,049
bd 0 0,045 0 0,049
cd 0,053 0,001 0,059 0,002
£1,0 1,0 £2,016 £1,0 £1,0 £2,020
Idh-1 aa 0,611 0,605 0,563 0,563
bb 0,056 0,003 0,062 0,004
cc 0 0,028 0 0,035
ab 0 0,087 0 0,093
ac 0,333 0,259 0,375 0,282
be 0 0,019 0 0,023
21,0 1,0 ¥ 1,046 1,0 £1,0 1,062
Idh-2 aa 0,947 0,897 0,941 0,885
bb 0 0,001 0 0,001
cc 0 0,001 0 0,001
ab 0 0,050 0 0,056
ac 0 0,050 0 0,056
bc 0,053 0,001 0,059 0,001
1,0 1,0 2,0 10 1,0 x2,0
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Tabela 18. Continuagao.

Loci Gendétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada’ v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Lap aa 0,947 0,948 0,941 0,942
bb 0 <0,001 0 0,001
ab 0,053 0,052 0,059 0,057
21,0 1,0 0,001 1,0 21,0 ¥ 0,001
Mip aa 0 0,006 0 0,008
bb 0,684 0,665 0,647 0,630
cc 0,053 0,011 0,059 0,014
ab 0,158 0,129 0,176 0,140
ac 0 0,017 0 0,021
be 0,105 0,172 0,118 0,187
21,0 1,0 0,214 1,0 1,0 £0,210
Mdh-1 aa 0,947 0,897 0,941 0,886
cc 0,053 0,003 0,059 0,003
ac 0 0,100 0 0,111
£1,0 1,0 £1,0 1,0 1,0 1,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
£1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mdh-3 aa 0 0,001 0 0,001
bb 0,118 0,022 0,133 0,028
cc 0,823 0,677 0,800 0,640
ab 0,059 0,009 0,067 0,011
ac 0 0,048 0 0,054
be 0 0,243 0 0,266
£1,0 1,0 1,040 1,0 1,0 ¥ 1,040
Po aa 0,421 0,505 0,471 0,541
bb 0 0,084 0 0,070
ab 0,579 0,411 0,529 0,389
£1,0 1,0 0,166 1,0 1,0 £0,129
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 1,0 21,0 20,0
Sdh-2 bb 0,947 0,897 0,941 0,885
cc 0 0,001 0 0,001
dd 0 0,001 0 0,001
bc 0 0,050 0 0,056
bd 0 0,050 0 0,056
cd 0,053 0,001 0,059 0,001
£1,0 1,0 2,000 1,0 1,0 ¥ 2,000

* A . s e A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 19. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (6 polimérficos/9
monomorficos), resultantes da populacdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis provenientes da classe

socioecondmica B.

Loci Genétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enziméticos Observada Esperada” v=k-1 P=001 Observada Esperada’ v=k-1 P=001
Adh aa 0 0,056 0 0,052
bb 0,529 0,584 0,545 0,597
ab 0,471 0,360 0455 0,351
L0 10 X 0,095 10 L0 X 0,087
Asd bb 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
Cat aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
G6pdh bb 0,059 0,003 0,091 0,008
cc 0,941 0,886 0,909 0,827
be 0 0,111 0 0,165
10 10 £1,0 1,0 1,0 £1,0
Gdh bb 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 £0,0
Idh-1 aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
Idh-2 aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
Lap aa 0,941 0,942 0,909 0911
bb 0 0,001 0 0,002
ab 0,059 0,057 0,091 0,087
L0 10 0,001 10 L0 0,002
Mlp bb 1 1 1 1
10 10 0,0 10 £1,0 £0,0
Mdh-1 aa 0,941 0,942 0,909 0,911
bb 0 0,001 0 0,002
ab 0,059 0,057 0,091 0,087
10 L0 0,001 L0 1,0 0,002
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
10 10 1,0 10 10 1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 £0,0
Po aa 0,412 0,498 0,636 0,669
bb 0 0,086 0 0,033
ab 0,588 0,416 0,364 0,298
L0 10 x0,173 10 L0 0,050
Sdh-1 aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 £1,0 £0,0
Sdh-2 bb 1 1 1 1
10 10 £0,0 10 1,0 0,0

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 20. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimaticos (5 polimérficos/10
monomorficos), resultantes da populacdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis provenientes da classe

socioecondmica C.

Loci Genétipo Freqiiéncia (Isolados) & Freqiiéncia (ETS) 12
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,010 0 0,019
bb 0,733 0,751 0,636 0,670
ce 0 0,001 0 0,002
ab 0,200 0,173 0,273 0,223
ac 0 0,007 0 0,012
bc 0,067 0,058 0,091 0,074
10 10 £0,024 10 1,0 0,050
Asd bb 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 1,0 1,0 20,0
Cat aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 1,0 £1,0 0,0
G6pdh cc 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 £1,0 1,0 20,0
Gdh bb 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 £1,0 1,0 20,0
Idh-1 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 1,0 £1,0 0,0
Idh-2 aa 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 1,0 £1,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 £1,0 1,0 20,0
Milp bb 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 1,0 £1,0 0,0
Mdh-1 aa 0,933 0,934 0,909 0,911
bb 0 0,001 0 0,002
ab 0,067 0,065 0,091 0,087
1,0 10 X 0,001 10 10 X 0,002
Mdh-2 aa 0 0,188 0 0,167
bb 0,133 0,321 0,182 0,350
ab 0,867 0,491 0,818 0,483
10 10 0,586 1,0 10 £0,479
Mdh-3 cc 1 1 1 1
£1,0 1,0 0,0 1,0 £1,0 0,0
Po aa 0,267 0,401 0,364 0,465
bb 0 0,134 0 0,101
ab 0,733 0,464 0,636 0,434
10 10 X 0,335 10 10 X 0,217
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
Sdh-2 aa 0,067 0,004 0,091 0,008
bb 0,933 0,871 0,909 0,827
ab 0 0,125 0 0,165
21,0 1,0 £1,0 £1,0 1,0 1,0

* A . s A . 71 Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 21. Freqii€ncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimdticos (9 polimoérficos/6
monomorficos), resultantes da populacdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis provenientes da classe

socioecondmica D.

Loci Genétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada* v=k-1 P=001 Observada Esperada* v=k-1 P=0,01
Adh aa 0 0,007 0 0,028
bb 0,833 0,840 0,667 0,694
ab 0,167 0,153 0,333 0,278
1,0 10 X 0,008 1,0 1,0 X 0,040
Asd aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
21,0 1,0 £1,0 10 21,0 1,0
Cat aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 10 21,0 20,0
G6pdh bb 0,083 0,007 0,167 0,028
cc 0,917 0,841 0,833 0,694
be 0 0,152 0 0,278
21,0 1,0 £1,0 10 21,0 1,0
Gdh aa 0 0,007 0 0,028
bb 0,833 0,840 0,667 0,695
ab 0,167 0,153 0,333 0,277
10 10 £0,008 £10 1,0 0,040
Idh-1 aa 0,583 0,627 0,333 0,444
cc 0 0,043 0 0,111
ac 0,417 0,330 0,667 0,445
1,0 1,0 X 0,069 1,0 10 X 0,250
Idh-2 aa 1 1 1 1
1,0 1,0 0,0 £1,0 1,0 0,0
Lap aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 21,0 £0,0
Mlp aa 0,084 0,016 0,167 0,063
bb 0,832 0,764 0,666 0,562
ab 0,084 0,220 0,167 0,375
1,0 10 X 0,383 1,0 1,0 X 0,308
Mdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 10 21,0 20,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
21,0 1,0 £1,0 10 21,0 1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 21,0 20,0
Po aa 0,417 0,502 0,333 0,444
bb 0 0,085 0 0,111
ab 0,583 0413 0,667 0,445
1,0 10 X 0,169 1,0 1,0 X 0,250
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 1,0 £0,0 £1,0 1,0 20,0
Sdh-2 aa 0,084 0,016 0,167 0,063
bb 0,832 0,764 0,666 0,562
ab 0,084 0,220 0,167 0,375
1,0 1,0 X 0,383 1,0 10 X 0,308

* A . P A . z1: Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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Tabela 22. Freqiiéncias genotipicas observada e esperada em 15 loci enzimaticos (10 polimérficos/5
monomorficos), resultantes da populacdo de C. albicans isolada de criangas sauddveis provenientes da classe
socioecondmica E.

Loci Genétipo  Fregqiiéncia (Isolados) Y Freqiiéncia (ETS) 12
Enziméticos Observada Esperada” v=k-1 P=001 Observada Esperada’ v=k-1 P=001
Adh aa 0 0,043 0 0,043
bb 0,500 0,502 0,500 0,502
cc 0,083 0,007 0,083 0,007
ab 0,417 0,295 0,417 0,295
ac 0 0,035 0 0,035
be 0 0,118 0 0,118
10 10 X 1,087 L0 1,0 X 1,087
Asd aa 0 0,085 0 0,085
bb 0,417 0,502 0,417 0,502
ab 0,583 0413 0,583 0,413
L0 10 X 0,169 10 L0 X 0,169
Cat aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
G6pdh bb 0,083 0,007 0,083 0,007
cc 0,917 0,841 0,917 0,841
be 0 0,152 0 0,152
10 10 £1,0 10 1,0 £1,0
Gdh aa 0 0,007 0 0,007
bb 0,833 0,840 0,833 0,840
ab 0,167 0,153 0,167 0,153
L0 10 X 0,008 10 L0 0,008
Idh-1 aa 0,750 0,766 0,750 0,766
cc 0 0,015 0 0,015
ac 0,250 0,219 0,250 0,219
L0 10 0,020 10 L0 0,020
Idh-2 aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 10 0,0
Lap aa 0,917 0,841 0,917 0,841
cc 0,083 0,007 0,083 0,007
ac 0 0,152 0 0,152
10 10 £1,0 10 1,0 £1,0
Milp aa 0 0,002 0 0,002
bb 0,917 0,919 0,917 0,919
ab 0,083 0,079 0,083 0,079
L0 10 0,002 10 L0 0,002
Mdh-1 aa 1 1 1 1
10 10 0,0 10 21,0 £0,0
Mdh-2 aa 0 0,250 0 0,250
bb 0 0,250 0 0,250
ab 1 0,500 1 0,500
10 10 1,0 10 1,0 £1,0
Mdh-3 cc 1 1 1 1
10 10 0,0 10 1,0 0,0
Po aa 0,333 0,391 0,333 0,391
bb 0,083 0,140 0,083 0,140
ab 0,584 0,469 0,584 0,469
L0 10 X 0,060 10 L0 20,060
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Tabela 22. Continuagao.

Loci Gendétipo Freqiiéncia (Isolados) x2 Freqiiéncia (ETS) e
Enzimaticos Observada Esperada” v=k-1 P=001 Observada Esperada” v=k-1 P=001
Sdh-1 aa 1 1 1 1
21,0 z1,0 £0,0 1,0 1,0 20,0
Sdh-2 aa 0 0,028 0 0,028
bb 0,667 0,695 0,667 0,695
ab 0,333 0,277 0,333 0,277
10 £10 0,040 £10 £10 0,040

* A . s A . z1: Pl
Freqiiéncias genotipicas esperadas foram calculadas como o quadrado das freqiiéncias alélicas para os gendtipos
homozigotos e duas vezes o produto das freqiiéncias alélicas para os heterozigotos.
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A diversidade genética entre todos os isolados bucais de C. albicans,
provenientes da populagdo total de criangas sauddveis, observada no dendrograma UPGMA

permitiu distinguir 10 grupos principais (23 1,2-phenons) com 0,012 > d;; 2 0 (Figura 6);

Grupo 1. 2 (2,7%) isolados (A30 e Al) com d;; = 0, cuja composi¢do homogénea (idénticas
origens socioecondmicas).

Grupo 1I: 18 (23,7%) isolados (AS2, ASS5, D21, D32, DS, D19, E10, A21, AlS, D25, D23,
D36, E8, Al10, D14, E32, D6 e A7) com 0,012 > d; = 0, cuja composi¢do foi heterogénea
(diferentes origens socioecondmicas) e homogénea (idénticas origens socioecondmicas).

Grupo 1II: 19 (25%) isolados (A20, B56, B23, B13, B11, B5, C36, C40, C44, E57, C17, C48,
TScgs.s62, B46, B54, B16, B4, B31 e C5) com 0,012 > d;; > 0, cuja composi¢do foi heterogénea
e homogénea.

Grupo 1V: 3 (3,9%) isolados (B18, C9 e C16) com dj; = 0, cuja composi¢do foi heterogénea e
homogénea.

Grupo V: 2 (2,7%) isolados (E30 e E17) com 0,012 > d;; > 0, cuja composigéo foi homogénea.

Grupo VI: 3 (3,9%) isolados (Al7, A24 e A9) com 0,012 > d; = 0, cuja composi¢do foi
homogénea.

Grupo VII: 3 (3,9%) isolados (D20, E48 e D13) com d;; = 0, cuja composigdo foi heterogénea e
homogénea.

Grupo VIII: 6 (7,9%) isolados (A50, B33, C32, B21, E52 e E25) com 0,012 > d;; > 0, cuja
composicdo foi heterogénea e homogénea.

Grupo IX: 3 (3,9%) isolados (B15, C47 e B24) com d;; = 0, cuja composigido foi heterogénea e
homogénea.

Grupo X: 4 (5,3%) isolados (B38, C4, C23 e C20) com 0,012 > d;; 2 0, cuja composig¢io foi
heterogénea e homogénea

Um total de 13 (17,1%) isolados apresentou valores de distancia genética igual
a 0,148 > d; 2 0,012 (A48, A40, D28, B32, E43, A61, E7, A33, A23, E39, C12, C33 ¢

A64) — isolados moderadamente relacionados e nio relacionados.

167



Figura 6. Diversidade genética entre todos os isolados bucais de C. albicans provenientes de 75 criancas saudaveis.

Dendrograma UPGMA (r; = 0,92513) gerado a partir da matriz de dist

tica d;; (Nei, 1972).
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Com efeito, a composicdo dos grupos, gerados no dendrograma UPGMA
(Figura 6), mostrou a coexisténcia de subtipos de C. albicans altamente relacionados ou
indistinguiveis (0,012 > d;; = 0), na maioria das diferentes (sub)populacdes de criangas

sauddveis (categorias socioecondmicas) (Figura 7);

Populacio da classe socioecondomica A: 42,1% dos isolados mostraram forte relacionamento
genético (0,012 > d;; = 0) entre si e com as populacdes B (70,6%), C (46,7%), D (75%) e E
(50%). Um total de 26,3% dos isolados da populacdo de classe socioecondmica A se
relacionaram exclusivamente nos grupos I e VI.

Populacio da classe socioeconémica B: 93,3% dos isolados mostraram forte relacionamento
genético (0,012 > d;; > 0) entre si e com as populagdes A (5,7%), C (80%) e E (8,3%). Tal
relacionamento ndo foi observado entre isolados das populacdes B e D.

Populacio da classe socioeconémica C: 86,7% dos isolados mostraram forte relacionamento
genético (0,012 > d;; 2 0) entre si e com as populagdes A (10,5%), B (94,1%) e E (25%). Tal
relacionamento também ndo foi observado entre isolados das populacdes C e D.

Populacio da classe socioecondmica D: 91,7% dos isolados mostraram forte relacionamento
genético (0,012 > d; = 0) entre si e com as populacdes A (31,6%) e E (33,3%). Tal
relacionamento ndo foi observado entre isolados das populagdes D e C ou D e B.

Populacio da classe socioecondomica E: 58,3% dos isolados mostraram forte relacionamento
genético (0,012 > d;; > 0) entre si e com as populagdes A (42,1%), B (80%), C (46,7%) e D
(91,7%). Um total de 16,7% dos isolados da populacdo da classe socioecondomica E se
relacionaram exclusivamente no grupo V.

Figura 7. Subtipos de C. albicans altamente relacionados ou indistinguiveis (0,012 > d;; = 0) coexistentes na
maioria das (sub)populagdes de criangas saudaveis.

Inexisténcia de subtipos de C. albicans altamente
relacionados e indistinguiveis (0,012 > d;; = 0).
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A diversidade genética dos isolados dentro de suas respectivas (sub)populacdes
de criangas sauddveis também foi avaliada por meio dos dendrogramas UPGMA (Figura 8).
Tais resultados mostraram a coexisténcia de subtipos de C. albicans altamente relacionados
ou indistinguiveis (0,012 > d;; = 0) em algumas criangas sauddveis provenientes da mesma
categoria socioecondmica. Contudo, variagdes quanto ao nimero de isolados altamente
relacionados ou indistinguiveis (0,012 > d; = 0), e moderadamente relacionados e ndo
relacionados (dj; = 0,012) foram observadas dentro de cada (sub)populagdo. Nesse sentido,
maior indice percentual de polimorfismo ocorreu entre os isolados de criangas saudaveis
provenientes da classe socioecondmica A (47,3%), seguido daqueles das classes sociais E
(33,3%), B (17,6%), C (13,3%) e D (8,3%), cujos indices de distancia genética foram de
0,151 =2 d; 2 0, 0,148 = d; > 0, 0,123 = d;; > 0, 0,127 =2 d; > 0 e 0,039 = d; > O,
respectivamente. A andlise da diversidade genética entre as (sub)populagdes de isolados
mostrou uma convergéncia ancestral nas (sub)populagdes B e C, e D e E. Entretanto, uma
baixa divergéncia genética ancestral foi detectada nas (sub)populacdes A e BC, A e DE, e
BC e DE, que em média correspondeu entre >1 e <2,3 substitui¢des alélicas para cada 100

loci, a partir de uma populagao ancestral comum.
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Figura 8. Diversidade genética dentro e entre (sub)populagdes de C. albicans isoladas da cavidade bucal de
criancas sauddveis, provenientes de cinco categorias socioecondmicas. Dendrogramas UPGMA
(0,92980<r(;<0,94560) gerados a partir das matrizes de distancia genética (Nei, 1972).
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DISCUSSAO

A eletroforese de enzima multiloco (MLEE) tem sido considerada um método
gold standard para a genética de populacdes em microrganismos®, com alto poder

e S 15,17,48,76,82,90
discriminatério e reprodutibilidade ™ ™",

Os padroes de bandas eletroforéticas
isoenzimaticas sdo freqiientemente previsiveis, uma vez que dependem das condi¢des
genéticas e nucleares de cada organismo. Neste contexto, diferentes critérios de
interpretacdo foram empregados para organismos hapléides ou dipléides43’76’82’119. Com
base nestes critérios, a composi¢do alélica tem sido determinada a partir de um grupo
constituido por dez a trinta enzimas metabodlicas, consideradas representativas do genoma

115

total . Os resultados obtidos por MLEE tém sido aplicados em uma variedade de

propésitos no campo da microbiologia médica'®, especialmente para a levedura C.

al bicans4,5,8,14,16,17,21-23,27,35,57-61,7 1,76,82,87,88,90,95-98,100

O polimorfismo genético tem sido encontrado em quase todas populagcdes
naturais e em todos os niveis de organizagcdo genética, desde caracteristicas genotipicas até
tracos fenotipicos. As possiveis razdes de sua existéncia tem sido o objeto de um longo

debate em genética de populacdes e evolugdo molecular®*

. Determinado locus génico
estrutural tem sido definido como polimérfico quando a freqiiéncia de seu alelo mais
comum apresenta um valor abaixo de 0,99 (99%). Algumas medidas normalmente
empregadas para quantificar essa variabilidade, em populacdes de organismos dipldides,
tém sido as freqiiéncias alélicas e génicas, o indice percentual de loci polimoérficos, o
nimero médio de alelos por locus, o nimero médio de alelos por locus polimérfico e a

L 7,43,44,68,79,82
heterozigosidade ™"

. Na presente pesquisa, variacdes quantitativas e qualitativas de
loci polimorficos (5 a 14, média de 8,8 1£3,56), da média de alelos por locus (1,40 a 2,53,
média de 1,732 +0,468), e da média de alelos por locus polimérfico (2 a 2,69, média de 2,2
10,286) foram observadas em todas as (sub)populagdes de C. albicans provenientes de
criangas sauddveis. Estas variagdes tem sido observadas em vdrios estudos de diversidade

genética de populagdes de C. albicans isoladas de pacientes imunossuprimido (HIV-

soropositivo, transplante de medula O&ssea, usudrios de drogas, cancer, vaginite) e
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. : £ 2 16,17,27,55,71,88,90
imunocompetentes (pacientes sauddveis) 777

. Pujol et al. (1993) relataram que
diferentes freqii€ncias alélicas em diferentes populagdes podem estar associadas com o

isolamento geogréfico, mesmo quando cada populacdo separada permanece em panmixia87.

A heterozigosidade média encontrada na populacdo total de C. albicans
isoladas de criangas saudaveis foi igual a 0,191 (Tabela 11). Subpopulacdes de C. albicans
isoladas de criancas sauddveis provenientes das categorias socioecondmicas A, B, C,De E
mostraram valores de heterozigosidade média iguais a 0,276, 0,251, 0,275, 0,290 e 0,284,
respectivamente (Tabelas 12 a 16 e Figura 5). De modo similar aos resultados de prévios
estudos por MLEE!?788 s padrdes de heterozigosidade obtidos na presente andlise foram
consistentes com a natureza dipléide de C. albicans'®. Em adicdo, a reducdo da
heterozigosidade na estrutura populacional de determinados organismos pode ser

interpretada como um grupo de linhagens interconectadas™.

As combinagOes dos alelos existentes em 15 /oci enzimaticos mostraram 43
ETs (57,3% dos isolados) na populagdo total de criangas sauddveis, 0 que sugere a
existéncia de alta diversidade genética (14 de 15 loci enzimdticos sendo polimérficos) de
isolados bucais de C. albicans. Este fato também foi observado dentro de cada
(sub)populacdo (A = 17 ETs**”%, B = 11 ETs**"”, C = 11 ETs”"*, D=6 ETs"* ¢ E = 12
ETleO%), juntamente com a predominancia de alguns ETs (ET1, ET4, ET9, ET10, ET23,
ET24, ET28, ET31, ET32, ET33, ET34 e ET37) dentro e entre (sub)populagcdes de criancas
sauddveis. Estes resultados também sugerem a existéncia de grupos de linhagens
selecionados e melhores adaptados do que outros na cavidade bucal de dessas criangas. Soll
et al. (1991) também demonstraram a existéncia de linhagens de Candida spp. selecionadas

130 Embora determinados ETs foram

e melhores adaptadas em determinado nicho humano
identificados exclusivamente em certas (sub)populagdes de criangas, nenhuma correlagao
foi observada entre ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e
(sub)populacao-especifica de criangas. Adicionalmente, todas as (sub)populagcdes de
isolados nao mostraram divergéncias significantes entre as freqii€ncias genotipicas

observadas e esperadas (teste de equilibrio de Hardy-Wienberg) (Tabelas 17 a 22). Tais

observacgdes sugerem a hipétese de que (sub)populacdes de criancas sauddveis, de diversas
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classes socioecondmicas, ndo correspondem ao fator de selecdo (sobrevivéncia diferencial)

de ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados.

Alguns pesquisadores tém demonstrado a prevaléncia de C. albicans (60% a
95%) e Candida spp. em aproximadamente 50% das populagdes de individuos

. . 4975131
saudaveis™ ">

, ¢ independentemente de seus fatores socioecondmicos>. A tipagem
isoenzimatica de isolados bucais de C. albicans, provenientes de criangas clinicamente
sauddveis (Piracicaba, Brasil), tem revelado um modo multiclonal de colonizac¢do por essas
leveduras’'. Empregando a cariotipagem eletroforética, RAPD e REA com Hinfl e EcoRlI,
Mehta et al. (1999) tém analisado a distribuicdo de gendtipos de C. albicans em membros
familiares sauddveis de uma mesma cidade (Estados Unidos). Seus resultados
demonstraram a existéncia de uma identidade genotipica intrafamiliar (i.e., cada membro
dentro de uma familia abriga um mesmo gendtipo). Contudo, distintos gendtipos também
foram observados inter e intrafamiliarmente’?. Pujol et al. (1993) identificaram 41 ETs
enzimaticos de C. albicans (74,5% dos isolados de orofaringea) em pacientes HIV-
soropositivos de uma drea geografica restrita (Montpellier, Franga)ss. Esses pesquisadores
sugeriram que a alta diversidade genética (11 de 21 loci enziméticos sendo polimérficos)
pode estar correlacionada com a existéncia de algumas linhagens clonais que apresentam

118,120

e e o . , L. , . 134-
ampla distribuicdo geogréfica, como é o caso de algumas bactérias € protozodrios

136 Tmportantes consegiiéncias biolégicas e médicas também foram apontadas com o modo
de reproducdo clonal, uma vez que a correlagdo entre a composicdo genética e as
caracteristicas médicas poderiam facilitar a selecdo de métodos efetivos para o controle da
expressdo patoldgica de C. albicans em individuos imunocomprometidosss. O alto nimero
de diferentes caridtipos de isolados bucais de C. albicans encontrado em pacientes HIV-
soropositivos, em compara¢do com individuos sauddveis, também foi sugestivo de uma

substituicdo de linhagens comensais em pacientes imunocomprometidos® .

Em contraste com a alta diversidade genética de C. albicans observada em
(sub)populacdes de criancas sauddveis, classificadas em diferentes classes
socioecondmicas, uma baixa diversidade genética tem sido detectada em pacientes

imunocomprometidos. A andlise epidemioldgica de isolados de C. albicans, provenientes
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de sete pacientes (Oslo, Noruega) submetidos ao transplante de medula éssea, mostrou a
existéncia de oito ETs (13,1% dos isolados) e uma baixa diversidade genética entre aquelas
leveduras (4 de 10 loci enzimaticos sendo polimérficos). A colonizacdo por um ou mais
ETs em diferentes sitios anatdmicos de alguns pacientes permaneceu durante o
acompanhamento médico. Entretanto, nenhuma correlacio foi observada entre aqueles ETs
e sensibilidade a certos antifingicos (AMB e flucitosina) ou sitios anatdomicos (cavidade
bucal, virilha e fezes)”. Boerlin et al. (1995) identificaram trés ETs (23% dos isolados) de
C. albicans atipicas colonizando a cavidade bucal de pacientes (usudrios de drogas) HIV-
soropositivos assintomaticos (Lausanne, Switzerland). Essa baixa diversidade genética (1
de 16 loci enzimaticos sendo polimorfico) entre os isolados também foi observada sem
correlacdo com os parametros clinicos, e confirmada por ensaios de Southern blot
hibridagdo com sonda Ca3. Tais resultados foram sugestivos de uma provavel colonizac¢ao
por subtipos de C. albicans atipicos, a partir de diferentes origens e sem existéncia de uma
Unica fonte limitada de contaminagéom. Populacdes de C. albicans isoladas de pacientes
HIV-soropositivos (Lausanne, Switzerland) com e sem sintomas de candidiase orofaringea,
de pacientes com candidiase invasiva e de individuos sauddveis ndo puderam ser
distinguidas por ensaios de MLEE, uma vez que foi encontrada uma baixa diversidade
genética (10 de 18 loci enziméticos sendo polimérficos) entre os isolados. Em adi¢do, 52
ETs (27,5% dos isolados) foram identificados sem correlagdo com os aspectos clinicos e

sensibilidade reduzida in vitro ao fluconazol (FCZ)”.

A ocorréncia simultanea de linhagens de C. albicans geneticamente distintas na
cavidade bucal de pacientes (homossexuais, heterossexuais, usudrios de drogas) HIV-
soropositivos (Montpellier, Franca), sofrendo de candidiase orofaringea, também foi
demonstrada por MLEE. Uma baixa diversidade genética (10 de 21 loci enziméticos sendo
polimérficos) entre os isolados e 20 ETs (12,5% dos isolados) foram identificados naquela
populagdo de pacientes. Contudo, houve predominancia de um tnico tipo genético de C.
albicans na cavidade bucal daqueles pacientes. Este fato poderia resultar da competi¢dao
intraespécies, o qual poderia ser alterado por pressdo seletiva dos tratamentos
antifl’mgicos91. Empregando MLEE, Nébavi et al. (1998) também demonstraram que a

maioria dos pacientes HIV-soropositivos (Abdjan, Costa do Marfim), sofrendo de
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candidiase orofaringea, foram colonizados por ETs de C. albicans idénticos ou variantes
durante terapia antifingica (AMB, KTZ, NYS). Esses pesquisadores identificaram 27 ETs
(40,3% dos isolados) e uma baixa diversidade genética (10 de 21 loci enzimético sendo
polimérfico) entre os isolados’’. Andlises de MLEE também foram realizadas em isolados
de C. albicans, provenientes de pacientes (Montpellier, Franca) sofrendo de candidiase
orofaringea recorrente, que sucessivamente desenvolveram resisténcia clinica ao fluconazol
(FCZ) e itraconazol (ITZ). Essas andlises revelaram que a infeccdo dos pacientes ocorreu
por um ou mais ETs durante a terapia antifingica, os quais poderiam ser (i) selecionados a
partir de uma populacdo mista ou (ii) adquiridos a partir de uma fonte exdgena. Ademais,
14 ETs (14,3% dos isolados) e baixa diversidade genética (12 loci enziméticos
polimérficos) foram identificados na populagdo de isolados de C. albicans, sem correlagio

com os testes de sensibilidade antifingica™.

O coeficiente de correlacdo cofenética baseado no produto-momento de
Pearson (ry;) tr 0124126 £ empregado durante a avaliacdo da concorddncia entre o0s
elementos d;;, das matrizes de distdncia genética (Nei, 1972), e os elementos Cjy, das
matrizes de correlagdo derivadas dos dendrogramas UPGMA. Nossos resultados mostraram
valores ry; varidveis entre 0,92513 (Figura 6) e 0,94560 (Figura 8), os quais compreendem

N . (. 124,126
valores de concordancia satisfatorios =

, em conformidade com os resultados de estudo
prévio onde foi observado a constante maximizacao dos valores ry; pelo algoritmo UPGMA
(SHAN clustering method)™®. Deste modo, a andlise de agrupamento por meio dos
dendrogramas UPGMA permitiu acessar a diversidade genética dentro e entre as
(sub)populacdes de isolados bucais de C. albicans, provenientes de criancas sauddveis

classificadas em diferentes categorias socioecondmicas.
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Na populacdo total (Figura 6) foram observados 62 isolados (82,7%)
distribuidos em 10 de 23 1,2-phenons, com 0,012 > d;; 2 0 (em média, <1,2 substitui¢des
alélicas para cada 100 loci), cuja composicao foi heterogénea (i.e., contém isolados bucais
de C. albicans provenientes de criangas sauddveis classificadas em diferentes classes
socioecondmicas) e/ou homogénea (i.e., contém isolados bucais de C. albicans
provenientes de criangas sauddveis classificadas na mesma classe socioecondmica). Esses
resultados mostraram a coexisténcia de subtipos altamente relacionados e indistinguiveis
(0,012 > d;; =2 0) na maioria das (sub)populagdes de criangas sauddveis, e a inexisténcia
desses subtipos em algumas (sub)populacdes (B e D; C e D) (Figura 7). Deste modo,
nenhum grupo de C. albicans foi correlacionado com alguma (sub)populag¢do de criangas
de determinada classe socioecondmica especifica. Em adi¢do, os isolados altamente
relacionados poderiam surgir a partir de uma linhagem ancestral comum, como
conseqiiéncia da perda de um alelo por recombinacdo mitética ou rearranjo
cromossdmico’ 1%, Os restantes 13 isolados (17,3%) apresentaram valores de distancia
genética entre 0,148 > d;; =2 0,012 (em média, entre 21,2 e <14,8 substitui¢des alélicas para
cada 100 loci) — isolados moderadamente relacionados e ndo relacionados. A diversidade
genética dos isolados dentro de suas respectivas (sub)populacdes também foi avaliada por
meio dos dendrogramas UPGMA (Figura 8). A coexisténcia de subtipos de C. albicans
altamente relacionados e indistinguiveis (0,012 > d; = 0) foi observada em algumas
criancas sauddveis provenientes da mesma classe socioecondmica, os quais também

OL1 g resultados descritos

poderiam surgir a partir de uma linhagem ancestral comum
acima sugerem a existéncia de um ou mais grupos de isolados bucais de C. albicans
altamente relacionados normalmente predominante em (sub)populacdes de criancas
sauddveis de diferentes categorias socioecondmicas. Em adi¢do, tais resultados também
sugerem a existéncia de rotas de disseminagdo diretas e indiretas de C. albicans dentro e
entre as (sub)populacdes de criangas, as quais poderiam ser determinadas por pesquisas
complementares como, por exemplo, o isolamento de C. albicans a partir de ambientes de

convivéncia socioecondmica (escolas de educacao e esportes particulares ou publicas e seus

respectivos ambientes e profissionais,...).

177



Schmid et al. (1999) mostraram alta similaridade genética entre grupos de C.
albicans geograficamente nao relacionados por Southern blot hibridacdo com sonda Ca3.
Seus resultados foram sugestivos de que outrora houve uma pequena propagacgao radial de
linhagens entre regides geograficamente adjacentesll4. Os mecanismos freqiientes e comuns
envolvidos na diversidade genética de espécies de Candida poderiam explicar esta
similaridade genética. Estes compreendem rearranjos cromossomicos, alteracdes
cromossdmicas e controle da expressao génica55’100’101. Além disso, seqiiéncias repetitivas
em fandem e seqliéncias subteloméricas e teloméricas podem estar envolvidas na

. ~ . A - 28,102
organizacao € rearranjos Cromossomicos™ "’ .

Empregado MLEE e andlises de
agrupamento, outros pesquisadores também demonstraram a existéncia de grupos de
isolados de C. albicans altamente relacionados, provenientes de pacientes sauddveis e
imunocomprometidos (Montpellier, Franca; Lausanne, Switzerland; Abidjan, Costa do
Marfim), sem qualquer correlacdo com aspectos clinicos, sensibilidade antifingica ou

17,355,790 Lupetti et al. (1995) empregaram a cariotipagem eletroforética

regides geograficas
e identificaram dois grupos similares de C. albicans com prevaléncia em individuos
sauddveis e pacientes HIV-soropositivos (Pisa, Itdlia). Suas observagdes foram sugestivas
de que linhagens comensais podem ser provaveis agentes de subseqiiente candidiase bucal
em pacientes imunocomprometidos, conforme também sugerido por outros

86,143 < e~ . 67
7, embora também possa ocorrer a substitui¢do de linhagens” . Durante

pesquisadores
andlises de agrupamento e REA com EcoRI ou RAPD, alto grau de diversidade genética foi
encontrado entre os isolados de C. albicans, provenientes de individuos sauddveis e
pacientes clinicos assintomaéticos, do Sudeste da Asia e Europa ou Estados Unidos®.
Contudo, a existéncia de um unico grupo contendo todas as linhagens de uma mesma
origem geografica nao foi encontrada. A clonalidade dentro e entre populacdes de C.
albicans isoladas de pacientes HIV-soropositivos geograficamente distintos (Durham, D.C. e
Vitéria, Brasil) também foi observada durante andlises de agrupamento e PCR

ﬁngerprintingl46.

Alteragdes evoluciondrias correspondem as alteracdes nas freqiiéncias génicas
numa populacio durante um certo periodo. Para que essas altera¢des sejam adaptativas, elas

devem ser causadas por (i) selecdo natural direcionada a sobrevivéncia diferencial, ou (ii)
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reproducgdo de individuos que diferem em gendtipos. Em adi¢do, mudancgas nas freqiiéncias
génicas ndo relacionadas as mudangas fenotipicas podem elucidar o fato da evolugdo
natural ter operado, e que mudangas microevoluciondrias foram produzidas no ambiente™.
Virios estudos epidemioldgicos e microevolutivos de isolados clinicos de C. albicans
foram realizados empregando Southern blot hibridacgdo com sonda de DNA
Ca3?ASSIE64C0T0808S 0261219130144 B agicso fortes  concorddncias
epidemiolégicas e microevolutivas foram demonstradas pelos resultados de Ca3
fingerprinting e andlises de MLEE e RAPD, durante a caracterizacdo de isolados bucais e
outros sitios anatomicos de C. albicans, provenientes de pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes de trés regides geograficas dos Estados Unidos™. Mudangas
microevoluciondrias podem envolver reorganizacdes do tipo insercdo ou delecdo
intracromossomal dos elementos RPS, dispersos especificamente por toda parte do genoma
de C. albicans®. Isolados de vdrios sitios anatdémicos de C. albicans, provenientes de
mulheres clinicamente sauddveis, foram comparados por Southern blot hibridagdo com
sonda Ca3. De 11 mulheres que abrigaram comensais nas cavidades bucais e vaginais,
quatro apresentaram linhagens altamente similares, porém nado idénticas, em sitios
alternativos. Este fato tem sugerido a ocorréncia de microevolucao entre aquelas linhagens
altamente similares, a partir de um progenitor que se adaptou em dois diferentes nichos do
corpo. Em adicdo, tais populagdes divergentes poderiam ser distinguidas geneticamentem.
Schroppel et al. (1994) empregaram a mesma técnica para acessar o relacionamento
genético de linhagens de C. albicans isoladas de pacientes (linhagens mantidas e
substituidas) e seus parceiros sexuais. No paciente em que as linhagens infectantes foram
mantidas, houve minimas mudancas genéticas em episddios sucessivos de candidiase
vaginal. No paciente em que as linhagens infectantes foram substituidas por outras, uma
infeccdo de transicdo envolveu uma populagdo infectante geneticamente mista, e
aparentemente a substituicdo de linhagens tiveram origem a partir da cavidade bucal dos
parceiros sexuais. Estes resultados demonstraram que as linhagens de infec¢des recorrentes
de candidiase vaginal s3o geneticamente instdveis, € que o tratamento com antifiingicos
pode resultar em selecdo de variantes previamente infectantes ou substituicdo por linhagens

. - . 116
geneticamente nao relacionadas .
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No contexto microevoluciondrio, nossas andlises mostraram convergéncia
ancestral nas (sub)populagdes de C. albicans isoladas das (sup)populagdes de criancas da
classes socioecondmicas B e C (média/alta), e D e E (média/baixa). A divergéncia genética
ancestral foi observada entre as (sub)popula¢des de isolados provenientes de criangas das
classes socioecondmicas A (alta) e BC (média/alta), A (alta) e DE (média/baixa), e BC
(média/alta) e DE (média/baixa), que em média correspondeu entre >1 e <2,3 substitui¢des
alélicas para cada 100 loci, a partir de uma populagdo ancestral comum.(Figura 8). Essas
observagdes sugerem a ocorréncia de mudangas microevoluciondrias em algumas
(sub)populacdes de C. albicans isoladas de criancas sauddveis que apresentam a mesma
condi¢do socioecondmica. Ainda, uma baixa transi¢cdo de subtipos de C. albicans pode
estar ocorrendo entre determinadas (sub)populacdes de criangas (i.e., baixa transicdo entre
A e BC, A e DE, e BC e DE), o que também pode ser explicado pelas suas préprias
caracteristicas socioecondmicas € culturais. Contudo, a investigacdo de microevolu¢do em
(sub)populacdes de C. albicans comensais, comparativamente com outros parametros do
hospedeiro (i.e., hdbitos nutricionais e higi€nicos, alteracdes hormonais em funcdo da
idade,...), poderia ser explorada. Andlises de Ca3 fingerprinting t€ém mostrado (i) que um
unico grupo de linhagens de C. albicans, geneticamente relacionado causando infeccdes,
normalmente predominam em uma determinada populagdo de pacientes em um

. e 4585,111-113,115
determinado local geogréfico ’

, € (ii) que as distancias genéticas observadas
entre isolados de diferentes regides excederam as distancias genéticas observadas entre
isolados da mesma regido, indicando especificidade regional de C. albicans®>™°. Estudos
epidemioldgicos, usando Southern blot hibridacdo com sonda Ca3, t€ém mostrado a
existéncia de um grupo, denominado A (diferente de outros dois grupos — B e C),
constituido de subgrupos de C. albicans geneticamente similares, e altamente prevalentes
em uma variedade de tipos de infec¢des de vérios pacientes localizados em diferentes
regides geograficas. Tais resultados foram indicativos da existéncia de um grupo ubiquo,
que compreende o agente etioldgico predominante das candidiases, o qual poderia originar

a partir de sua alta prevaléncia como comensal. Estes estudos também sugeriram que a

especificidade regional de C. albicans poderia ser causada por evolugdo clonal,
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independentemente da existéncia de grupos de linhagens ancestrais ndo selecionados de

Lo 114
modo ubiquo™ .

Empregando MLEE, andlises de agrupamento e genética de populacdes, os
resultados obtidos na presente pesquisa mostraram alta diversidade genética entre todos os
isolados bucais de C. albicans, com predominancia de alguns ETs e grupos de ETs
altamente relacionados dentro e entre as (sub)populacdes de criancas clinicamente
sauddveis, classificadas em cinco classes socioecondmicas (A, B, C, D e E), do municipio
de Piracicaba, estado de Sao Paulo, Brasil. A inexisténcia de correlacdo foi observada entre
ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados e (sub)populacdo-especifica de
criancas. Em adicdo, todas as (sub)populacdes de isolados ndo mostraram divergéncias
significantes entre as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas (teste de equilibrio de
Hardy-Wienberg). Tais observacdes sugerem a hipétese de que (sub)populagdes de criancas
sauddveis, de diversas classes socioecondmicas, ndo correspondem ao fator de selecdo
(sobrevivéncia diferencial) de ET-especifico ou grupos de ETs altamente relacionados. A
existéncia de um ou mais grupos de ETs altamente relacionados, normalmente
predominante dentro e entre (sub)populacdes de criangas, também foi sugerida pelas
andlises de agrupamento, contudo, sem correlacdo com qualquer (sub)populacdo de
criancas de determinada condi¢do socioecondOmica. Estes resultados também sugerem a
existéncia de rotas de disseminagdo diretas e indiretas de C. albicans dentro e entre as
(sub)populacdes de criancas, as quais poderiam ser determinadas por pesquisas
complementares como, por exemplo, o isolamento de C. albicans a partir de ambientes de
convivéncia socioecondmica (escolas de educacio e esportes particulares ou publicas e seus
respectivos ambientes e profissionais,...). No contexto microevoluciondrio, a convergéncia
ancestral foi observada entre as (sub)populagdes de C. albicans isoladas das
(sup)populacdes de criancas da classes socioecondmicas B e C (média/alta), e D e E
(média/baixa). A divergéncia genética ancestral foi observada entre as (sub)populagcdes de
isolados provenientes de criangas das classes socioecondmicas A (alta) e BC (média/alta),
A (alta) e DE (média/baixa), e BC (média/alta) e DE (média/baixa), que em média
correspondeu entre >1 e <2,3 substitui¢des alélicas para cada 100 loci, a partir de uma

populacdo ancestral comum. Essas observagdes sugerem a ocorréncia de mudancgas
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microevoluciondrias em algumas (sub)populacdes de C. albicans isoladas de criangas
sauddveis que apresentam a mesma condicdo socioecondmica. Ainda, uma baixa transicdao
de subtipos de C. albicans pode estar ocorrendo entre determinadas (sub)populacdes de
criangas (i.e., baixa transicdo entre A e BC, A e DE, e BC e DE), o que também pode ser
explicado pelas suas proprias caracteristicas socioecondmicas € culturais. Contudo, a
investigacdo de microevolucdo em (sub)populacdes de C. albicans comensais,
comparativamente com outros parametros do hospedeiro (i.e., hdbitos nutricionais e
higiénicos, alteracdes hormonais em funcao da idade,...), poderia ser explorada. Finalmente,
MLEE e outros métodos de genotipagem (i.e., Ca3 fingerprinting), andlises de
agrupamento e genética de populagdes, poderiam ser empregados para andlises atual e
retrospectiva de isolados de C. albicans provenientes de individuos sauddveis e pacientes
imunocomprometidos, a fim de detectar a existéncia de um grupo ubiquo (i.e., constituido
de agentes etioldgicos, possivelmente de origem comensal, predominantes em candidiases).
Estes procedimentos poderiam conduzir ao desenvolvimento de estratégias para prevencao
da transmissibilidade desses agentes entre criangas sauddveis e criangas predispostas a
desenvolverem candidiases a partir de uma imunodeficiéncia congénita ou possivelmente

adquirida, independentemente de suas condi¢des socioecondmicas e culturais.
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